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Dans une communication 4 Académie des Sciences, séance 
du 19 mars 1930 (t. 190, p. 661), nous avons établi le fait de 
VPhydrogénation de l'azole moléculaire par les Azotobacters du 
sol, réaction qui doit étre considérée comme étant & la base 
méme du phénoméne de la fixation de ce gaz. 

Dans le présent mémoire, nous nous proposons de décrire 
avec quelques détails les expériences qui conduisent ad cette 
conclusion. Mais pour lui donner plus de relief, il parait utile 
danalyser briévement les idées qui ont prévalu sur I’activité 
des Azotobacters durant la période déja bien longue qui s’est 
écoulée depuis la découverte de ces agents bactériens si inté- 
ressants. 

Un conp d’wil général nous suffira, Vhistorique du sujet et 
Vanalyse de la littérature qui s’y rapporte ayant élé déja tant 
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de fois exposés dans les mémoires et monographies, ainsi que 
dans des traités de Microbiologie agricole (1). 

D’abord, on est obligé de reconnaitre que ce groupe a été 
étudié avec un maximum de soins, du point de vue de la 
Microbiologie générale, bien entendu, en culture pure. On s'est 
altaché & décrire avec le plus de détails sa morphologie et sa 
eylologie, ainsi que son métabolisme, tel au’il s’effectue aux 
dépens de toutes sortes de substances énergétiques. Quant a 
ces derniéres, on pourrait dire que l’on n’en a épargné aucune 
qui fit susceptible de lui servir d’aliment; le résultat fut que 
ce groupe s’est montré capable de braler un nombre considé- 
rable de corps chimiques appartenant aux groupes des saccha- 
rides et polysaccharides, des acides mono- bi- et tribasiques, 
des alcools supérieurs et inférieurs, etc.; que cetle combustion 
parait complete, car on neconstate dans le milieu aucun produit 
de décomposition, ni acide, ni alcool. L’échange gazeux se 
borne & l'absorption de l’oxygéne et au dégagement de Vacide 
carbonique. 

Ces expériences ont été en partie conduites en présence d'une 
source abondante d’azote combiné, de nitrates pour la plupart, 
ce qui exclut toute action fixatrice. Parmi les plus réceutes, les 
recherches étendues de Stapp (/oc. ct.) en offrent un exemple; 
la fonction intéressante y étaitdone mise d’avance hors de con- 
sidération, 

Dans leur majorité cependant, les expériences s’efforcaient 
d’établir le rdle de la substance Gnergétique par rapport au 
processus de fixation. En résumé, celui-ci a été constaté dans 
tous les cas ot le microbe se montrait capable d’attaquer le corps 
énergétique dans un milieu privé d’azote combiné; mais les 
eflorts pour établir un rapport quantitatif entre les corps 
employés et le produit de la fixation n'ont jamais abouti. On 
nest pas méme parvenu @ trouver une unité de comparaison 
valable pour tous les cas. Les rapports variaient également dans 
des limites relativement larges pour une seule et méme subs- 


1) Ométiansky, Fixation de l'azote atmosphérique par les microbes du sol. 
Monographie 172 p. Pétersbourg, 1923; Srapp et Ruscamann. Zur Biologie von 
Azolobucter, Arbeiten der biologischen Reichsanstatt fiir Land- und Forswirt- 
scha/t, 13, 1924, p. 305-368; Srapp, Die Stickstoffbindung durch Bakterien. 
C. R. du le’ Congrés de la Science du Sol, 1927; Waxsman. Principles of Soil 
Microbiology, 1927, p. 572-575. 
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tance, ce qui dépendait évidemment des conditions variables 
des expériences, ou bien des caractires des souches du microbe 
dont on se servait. 

Remarquons pourtant, en passant, que l’on obtient en opé- 
rant avec des milieux & base de silico-gel et avec une seule et 
méme substance, telle que la mannite, un rapport sensible- 
ment constant entre la substance énergétique dépensée et |’ azote 
fixé, lequel se rapproche toujours de 1 p. 100 (Winogradsky). 

Maleré la nature « omnivore », selon l’expression d Omé- 
fee de ces organismes, le Nee du milieu-standard pour 
leur culture s'est fixé de bonne heure. La mannite et, le glu- 

cose provoquant les pullulations les plus rapides et les plus 
abondantes avec le gain d’azote le plus élevé, ce fut la raison 
pour laquelle ces ace furent oe ie adoptées 
pour la culture de ce groupe. Au cours des années de recherches, 
la mannite est surtout devenue V’ingrédient classique des fa: 
mules pour la culture des Azotobacters, de sorte que leur.acti- 
vilé dans la nature a paru finalement lée a la présence de ce 
corps, ou généralement des glucides, dans le milieu, presque 
au méme titre que dans le cas des levures. , 

Ce choix a peut-étre facilité la recherche de ces microbes 
dans les milieux naturels; il a permis d’avoir des cultures extra- 
abondantes, mais il a phutat nui & la compréhension de leur 
role dans le sol. En effet, si dans les recherches pathologiques 
et sur les fermentations, ainsi que dans les industries qui, en 
dépendent, l’abondance des cultures a une importance majeure, 
ce n'est plus le cas quand il sagit de la fonction d une espéce 
microbienne au sein de la nature; tout au contraire, dans.ce 
cas, ilestindispensable d’éviter de suralimenter, d’hypertrophier 
l'espece dans un sens ou dans un autre, au moyen d’un régime 
tout différent de celui qu'elle trouve dans le sol. 

Pour déchiffrer le probléme du réle des Azotobacters dans le 
sol, il aurait été donc plus logique d’éviler justement les glu 
cides, lesijuelles sont trop rares dans le sol, sans jamais étre 
disponibles pour ces microbes, et de diriger les expéricnces 
principalement sur des substances dont la production fréquente 
dans le sol, ainsi que leur disponibilité pour les Azotobacters, 
ne présente aucun doute. Nous entendons Donal ae les 
acides et alcools de la série grasse & deux jusqu’a quatre atomes 
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de carbone : acides acétique, butyrique, ainsi que les acides 
lactique et succinique, les alcools éthyliques et butyliques, 
toutes ces substances étant les produits banaux des fermenta- 
lions des matiéres hydrocarbonées. La question a été déja dis- 
cutée dans notre cinquiéme mémoire, et nous n’y reviendrons 
pas. 

La capacité des microbes en question de pulluler assez abon- 
damment aux dépens de ces substances, inférieures comme 
source d’énergie aux glucides, ne présente rien de nouveau ; 
particuli¢rement les acides gras comme source d’énergie pour 
les Azotobacters ont fait objet d’une étude détaillée de Gainey (1) 
avec le résultat que les Azotobacters sont capables d’utiliser 
les acides acétique, propionique, butyrique normal, caproique, 
comme source d’énergie en fixant l’azote. Les alcools éthylique 
et butylique ont été également éprouvés sous ce rapport avec un 
résultat positif pour le premier des deux. Mais ces observations 
n'ont pas attiré toute l’attention qu’elles méritentau point de vue 
de la compréhension du réle des Azotobacters dans la nature. 
On les a simplement enregistrées comme complétant la liste déja 
longue des sources d’énergie dont les Azotobacters sont capables 
de profiter en culture pure, sans leur réserver une place pré- 
pondérante dans l'étude de ce réle, l’usage de la mannite étant 
toujours considéré avec quelque raison comme plus avanta- 
geux, autant qu’il s’agit de cultures de laboratoire. Il en est 
résulté que, par le choix méme du milieu, on se mettait dans 
des conditions tout artificielles : « esprit agrobiologique », si 
Von peut dire ainsi, manquait encore a notre branche. 

Ce défaut s’accuse encore avec plus de netteté, si l’on songe 
que la pureté des cultures était une régle avec laquelle on ne 
transigeait point. En s’y tenant le plus strictement possible, 
on se servait le plus volontiers de cultures de collection, dont 
la vie au laboratoire aux dépens des glucides s‘étendait déja sur 
de longues années. Cerles, onen isolait aussi fraichement du sol, 
ce qui impliquait, tout de méme, une série d’opérations com- 
portant un temps de culture dans le milieu liquide d’enrichis- 
sement, suivi d'une série de repiquages sur gélose mannitée : 


(1) Sources of energy for Azotobacter with special reference to fatty acides. 
Annals of the Missourt Botanical Garden, 15, 1928, p. 113-168. 
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lespéce avait pareillement tout le temps de se modifier, si elle 
en avait la disposition. Sans qu’une étude suivie sur l’aptitude 
de ces organismes & modifier leurs fonctions sous l’influence 
des conditions de culture soit jamais faite, on a noté pourtant 
de divers cdtés des symptomes de dégénérescence par rapport 
au pouvoir fixateur. Quoi qu’il en soil, il est évident qu’au 
point de vue agrobiologique toute culture pure de laboratoire, 
méme assez récente, sans parler des anciennes, est suspecte 
quand il s’agit de déméler les rouages intimes d’une fonction 
que le microbe exerce au sein du sol et qui peut étre fragile, 
ou bien liée a des conditions d’existence hien déterminées et non 
reproduites par la culture artificielle. 

Passant au processus méme de fixation, les recherches n’ont 
porté presque exclusivement que sur son produit définitif : 
Vazole protéique. Restail & élucider, d’un coté les débuts du 
processus entier, c est-a-dire, la réaction chimique qui conduit 
& la fixation ; d’un autre, ses suites, soit le sort de l’azote fixé 
par les cellules et son importance économique en tant que 
source d’azote combiné, capable d’en maintenir la réserve 
dans le sol. 

La premiére question n’a provoqué, pendant de longues 
années, que des hypothéses qui reflétaient deux tendances 
principales, dont l'une y voyait une oxydation de l’azote molé- 
culaire, Vautre son hydrogénation. La premiére n’apportait 
aucun fait, car on ne constatait jamais dans les cultures de 
formation de nitrites ou nitrates, si facilement décelables. La 
seconde avait la théorie pour elle, ainsi que le fait d’une réduc- 
tion énergique exercée par ces microbes sur les nitrates. Mais, 
dans aucun travail, sauf un seul, dont il sera question tout a 
Vheure, on ne trouve d’indications sur la présence de l’'ammo- 
niaque dans les cultures, soit jeunes, soit Agées; non seulement 
cette présence ne s’est pas imposée pendant les expériences 
yraiment innombrables de tant d’observateurs, mais les 
recherches spéciales dans cette direction n’ont pas abouti a la 
découvrir. En somme, le probleme restait encore énigmatique 
a l’époque de la publication de la monographie d’Oméliansky 
(1923), lequel concluait alors « que le processus est enveloppé 
d’un profond mystére » (oc. czt., p. 105). Kn 1927, Stapp, ayant 
posé de son cdté la question du chimisme de la fixation (Che- 
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masmius der Stickstoffbindung), n’y trouve qu'une réponse aussi 
courte que décourageante : ignoramus (loc. cit., p. 10). 

Le travail qui occupe une place a part dans le probleme, 
appartient au phyto-physiologiste russe, le regretté Kostyt- 
chew (1), si prématurément décédé ily a quelques mois. C'est 
le seul travail, & notre connaissance, qui prend position en 
théorie en apportant en méme temps un groupe de faits a 
l'appui. Partis de Vidée que la fixation de l’azote ést un phéno- 
méne de réduction, analogue 4 l’assimilation des nitrates par 
les moisissures (ot l'on remarque une réduction de l’azote 
nitrique jusqu’a i’état d’azote ammoniacal), seulement avec un 
potentiel de réduction plus considérable, les auteurs ont institué 
nombre d’expériences en se servant d’une souche d’ Azotobac- 
fers mise & leur disposition par un collégue et étiquetée Azoto- 
hacter agile, culture pure. Quant aux origines de cette souche 
et dses caractéres, on ne trouve aucune indication, sauf qu'elle 
provenait d’une terre de Pétrograd. 

En opérant toujours avec des cultures jeunes, plus actives, 
les auteurs ont commencé par rechercher la présence d’azote 
combiné soluble dans le liquide au bout d’une dizaine ou d’une 
quinzaine de jours : le résultat a été positif dans les sept expé- 
riences mentionnées, et l’analyse de cet azote soluble a montré 
qu il était composé, partie d’azote ammoniacal, partie d’azote 
aminé, la somme des deux dosages étant sensiblement égale & 
la quantité totale d’azote soluble déterminée par l’analyse. Il 
s'agissait de quantités notables et méme importantes dans le 
cas, toujours en solution dans le liquide débarrassé des cellules 
par centrifugation, par exemple : 


Culture de dix jours dans 300 cent. cubes de liquide : azote en solution 
4/0 milligr. 7, dont azote ammoniacal 4 milligr. 9, azote aminé 6 milligr, 5. 

Culture de six jours dans 400 cent. cubes de solution sucrée : azote en 
solution, 13 milligr. 4, dont azote ammoniacal, 12 milligr. 4. 

Culture de quinze jours dans 400 cent. cubes de solution sucrée : azote 


soluble 9 milligr.7, dont azote ammoniacal 5 milligr.2, azote aminé 4 milligr. 7. 
[it ainsi de suite. 


(1) Kostytcunw el Ryskatrcuoux, Les produits de la fixation de l’azote atmo- 
sphérique par l’Azoéobacter agile. C. R. Acad. Sc., 480, 1925, p. 2070. Les mémes 


et Scawezowa, Biochemiche Untersuchungen tber Azolobacter agile. Z. f. 
Physiol. Chem., 154, 1926. 
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Ces résultats démontreraient que ce rendement en azote 
ammoniacal etaminé représente réellement les phases primaires 
de la synthése, car on Vobtient dans des conditions o& une 
production secondaire ne serait pas possible; de plus, la dégra- 
dation des protides serait accompagnée de divers autres pro- 
duits qui manquent dans ce cas, la somme de l’azole ammo- 
niacal et aminé composant, comme il a été dit, la quantité 
totale de l’azote soluble. 

La fixation, concluent les auteurs, se fait donc, en principe, 
par le méme phénoméne de synthése que dans le procédé 
chimique de Haber, et le fait que cette synthése ayant lieu 
dans un mélange dazote et d’hydrogéne ne se produit qu’a des 
pressions de plusieurs centaines d’atmosphéres et & des tempé- 
ratures de plusieurs centaines de degrés en présence de catuly- 
seurs métalliques, lels que osmium, urane, manganése, etc., 
tandis que ia synthése biologique se produit & des températures 
et ades pressions ordinaires, ne saurait surprendre le biologiste, 
qui connail la puissance d’action des catalyseurs organiques. 

Ces résultats que l’on trouve déja mentionnés dans le Trazté 
de Phystologre des Plantes de Kostytchew, paru en 1924, n'ont 
pas encore trouvé confirmation ni critique. On se contente 
simplement de les mentionner, et cet accueil réservé est facile 
a comprendre, car ils s’accordent mal avec un nombre immense 
d’expériences antérieures et postérieures, ot. aucune production 
d’ammoniaque n’avait pas été constaltée. La divergence reste 
inexplicable, les auteurs n’ayant mis en cuvre aucun nouveau 
procédé de culture comportant quelque moyen de modifier la 
marche du processus ou de bloquer son produit primaire : 
les expériences, comme il a été dit, ont été exéculées simple- 
ment dans le milieu liquide standard avec de la mannite ou du 
glucose comme aliment. Il est done difficile d’accepter les 
données avancées comme normales, ou courantes. Bien plus, 
Vimpression s’en dégage d’une anomalie, d'un déséquilibre 
pathologique, car il est impossible d’admettre que ce produit 
primaire, si précieux dans ce cas, subisse le sort d’un produit 
de désassimilation rejeté par la cellule comme excretum, et 
cela en quantités si notables, en y ajoutant encore de lazole 
aminé, qui est le produit de la premiére étape dans la voie de 
Védification des protides! L’objection, que cet azote combiné 
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déverse dans le milieu ne serait pas perdu, les pullulations 
étant en état de le reprendre, ne pourrait étre valable évidem- 
ment que pour le cas tout artificiel d'une culture pure. Dans 
la nature, cet azole deviendrait immédiatement la proie de 
non-fixateurs, lesquels envahiraient le milieu en s’emparant 
encore de toute la substance énergétique disponible au détri- 
ment des fixateurs, car ces derniers ont toujours le dessous 
en présence d’une dose méme faible d’aliment azoté. Ces rela- 
tions ayant ét6 exposées en détail ailleurs (voir cinquiéme 
mémoire), il est inutile d’y revenir. 

En résumé, les données expérimentales de ce mémoire 
paraissent impossibles & généraliser. Nous en tenterons une 
explication ala suite de nos propres expériences. En attendant, 
on se demandera si la présence de tant d’ammoniaque ne pour- 
rait étre attribuée & la méthode de dosage qui était employée : 
distillation sous pression réduite et & 35°, mais en présence de 
CaQ. L’ammoniaque supposée libre, il aurait élé plus sir de 
la doser sans chaux vive. Le risque de provoquer quelque 
processus régressif n’en devient que plus sérieux et l’interpré- 
tation plus incertaine. 

Restent a examiner les opinions sur ce que nous avons appelé 
les suites du processus de fixation, autrement dit, le sort de 
Yazote assimilé et son utilisation. Sur ce point on peut étre 
bref. Si la question touchant au produit primaire a suscité tant 
de théories et de controverses, tout en restant énigmatique, 
celle qui nous inléresse a paru d’emblée claire : tout le monde 
a été d’accord pour voir dans l’azote assimilé par les cellules, et 
ayant pris la forme de matiére protéique, la seule contribution 
que les fixateurs apportent au régime azoté du sol. On a donc 
beaucoup étudié cette matiere, laquelle, d’aprés les analyses 
d’Oméliansky et Sieber, ne dépasse pas environ 13 p. 100 de la 
matiére séche des cellules, ce qui correspond & 2 p. 100 d’azote 
organique. Naturellement, la question se posail de savoir si cet 
azote, issu directement du réservoir de l’atmosphére, passe 
bientot en solution, devenant disponible pour les plantes ou 
pour les pullulations de non-fixateurs. Eh bien, des expé- 
riences faites ad hoc ont montré que les cellules azotobac- 
tériennes sont trés résistantes & la décomposition. Particu- 
liérement démonstratives sur ce point sont les observations 
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de Moler (1): cet observateur n’a trouvé, contrairement & 
Kostytchew, aucune forme de substance azotée soluble dans 
les cultures en solution, ni durant le premier mois de culture, 
ni au bout de six mois et demi de conservation : apres filtration, 
lazote total se retrouvait, c’est-a-dire dans la partie insoluble, 
dans les cellules. 

Remarquons que le seul aspect microscopique des cellules 
agées, déja brunies, done passées & l'état de repos, est de 
nature & inspirer confiance dans leur résistance : arrondies, 
entourées d’une membrane 6épaisse, elles présentent de véri- 
tables petits kystes que lon se figure plutot inattaquables 
par les microbes du sol ou par les intempéries. On sail, par 
exemple, qu'un état de sécheresse prolongé jusqu’’ dix ans ne 
vient pas & bout de leur vitalité (Oméliansky). La seule conclu- 
sion possible de ces observations est que, si les fixateurs 
contribuent indubitablement & augmenter le capital du sol en 
azote combiné, ce surplus ne passe que trés difficilement et 
trés lentement en circulation. Un effet immédiat de l’activité 
des fixateurs serait donc hors de cause, et seul un effet plus ou 
moins lointain serait 4 envisager. C'est encore un argument 
pour ceux gui se montrent sceptiques en ce qui concerne |’im- 
portance pratique de la fixation biologique (2). 


(1) Moser. Botaniska Noliser, 1915, p. 163-177. Cité d’aprés Bonazzi. 

(2) L’un des plus sceptiques est le microbiologiste américain Aug. Bonazzi. 
On lui doit des études intéressantes sur la morphologie et la physiologie 
du groupe, que lon trouve résumées dans sa communication au Congrés 
de la Société internationale de la Science du so! a4 Rome en 1925 (Voir : 
The mineralisation of atmospheric nitrogen by biological means, Proceedings of 
the IV Inter. Soil Congress). Comme corollaire de ses recherches, le véri- 
table réle du groupe Azo/obucter lui apparait comme celui d'un balayeur ou 
ramasseur de l’'azote nitrique dans le sol (sol scavanger), capable, il est vrai, 
de fixer l'azote gazeux, mais seulement quand il y est forcé par Vinanition 
azotée, ce qui ne doit pas arriver dans le sol et ne pourrait ainsi avoir 
quelque importance pour l’agriculture. 

La conclusion est 4 retenir, comme exemple instructif des erreurs aux- 
quelles peut conduire la méthode courante, quand il s’agit de déchiffrer le 
role dun agent microbien dans la nature. La conclusion est le résultat 
direct d’expériences exclusives en culture pure, ott une dose de nitrate 
parait favoriser beaucoup le développement du microbe qui n’a alors guére 
besoin de l'azote gazeux. Or, quelyues expériences en présence de la flore 
microbienne entiére du sol auraient montré a l’auteur que ce méme azole 
nitrique met alors ce méme Azotobacter a l'état Winfériorité telle, qu'il ne 
parvient pas 4 pulluler du tout, tandis que le manque d’azote combiné le 
rend maitre du milieu. C’est done dans la compétition pour la matiére éner- 
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Dispur DES RECHERCHES ET METHODES. 


Tel était en grandes lignes l’état du probleme quand nous 
avons été poussé & l’aborder par une observation assez inat- 
tendue dont il sera question tout & lheure. 

Ce n'est pas, en tout cas, le travail de Kostytchew et collabora- 
teurs qui fut notre point de départ. Non seulement leur méthode 
ne conyenait pas aux principes de celle que fous avons eu 
l'occasion d’exposer plusieurs fois, mais il apportait des faits 
que nous n’ayons jamais observés dans nos nombreuses 
cultures des Asotobacters. Rappelons qu’elles ont été faites sur 
des plaques de silico-gel imprégnées de mannite et ensemen- 
cées avec une dose déterminée de terre en nature. Les expé- 
riences n’avaient pour but que de mettre au point une méthode 
de détermination de la densité des germes Azotobacters dans les 
échanlillons du sol, ce qui justifiait l'emploi d’une substance 
énergétique capable de provoquer les pullulations les plus 
abondantes. Un nombre considérable de plaques nous a 
passé sous les yeux et a é6lé soumis & un examen svigné et a 
lanalyse ; les pullulations y étaient tres abondantes, une 
couche de mucus €paisse couvrait toute la surface du gel; si 
done le dégagement de l’ammoniaque est un fait régulier et s'il 
est plus marqué, comme lindique le travail en question, dans 
les cultures jeunes, cette ammoniaque devait apparailre & plus 
forte raison dans les conditions de nos cultures plus favo- 
rables, ott les germes provenaient tout frais du sol, ot les 
masses microbiennes étaient en contact immédiat avec lair et 
non noyées dans un volume considérable de liquide. Le déceler 
n’aurait pas méme nécessité aucune épreuve spéciale, car, a 
des doses relativement si importantes, il devait s’imposer sim- 
plement a l’odorat. Or, durant les deux années d'études sur 
le pouvoir fixateur des terres, on n’a jamais noté aucune obser- 
vation qui puisse confirmer les faits avancés. I] paraissait donc 
établi que les pullulations luxuriantes qui ont lieu aux dépens 
de la mannite ne dégagent pas d’ammoniaque de synthése, se- 


gétique que Yon trouve le rouage qui détermine la fonction naturelle dans 
ce cas et dans bien d’autres. Inutile de dire qu'il échappe a ceux qui limi- 
tent leurs observations aux cultures pures. 
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rait-on méme tout disposé a l’admettre comme produit primaire. 

Il est évident que ce fait négatif ne contredit aucunement 
Vhypothése, car elle n'implique nullement un dégagement 
d’ammoniaque dans le milieu. Tout au contraire, il parait plus 
logique de penser que celte ammoniaque est utilisée au fur et a 
mesure de sa formation par les cellules jeunes et en pleine 
croissance, et d’autant plus complétement que les pullula- 
tions sont plus actives. N’est-il pas infiniment plus probable 
d'admettre que ce sont plutot les cellules vieillissantes, & méta- 
bolisme ralenti ou entravé par quelque influence, qui laisse- 
raient échapper ce produit primaire, sans pouvoir Vutiliser & 
la synthése de leur protéine? 

Sans méme rechercher spécialement ces influences, nous 
sommes bientot tombé sur un cas de ce genre, a Voccasion 
des recherches sur les pullulations provoquées par diverses sub- 
stances chimiques (Voir 5° Mémoire. Sur l’analyse microbiolo- 
gique du sol, Ges Anna/es, numéro de janvier). Ce n’était pas 
cette fois la mannite qui servait & provoquer les pullulations des 
A zotobacters du sol, mais les acides organiques sous forme de sels 
de soude. 


Le 3 février 1930, on prépare une plaque de silico-gel que l'on imprégne 
avec le mélange suivant : 


Lactate dessonde enyoramme., 2.0 0 se -) AE eres ern ORS 
Solution de sels minéraux, en centimetres cubes Pe a one” 
Carbonate de calcium, en evans ae no: 


Potasse en solution 2 p. 100, q. s. pour oS = 6, 9. 
Eau distillée, q. s. 


Ensemencement avec 0 gr. 2 de terre Esp. 

Le 5 février, la plaque est couverte de colonies Azolobaclers. Elle dégage 
une odeur trés nette d’ammoniaque; un petit carré de papier tournesol rose 
fixé au couvercle de la boite bleuit rapidement. 


L’interprétation de cette observation, assez inattendue, ne 
présentait d’emblée aucun doute : il était clair que cette ammo- 
niaque ne pouyait étre que de l’ammoniaque synthétique, car 
le milieu ne contenait de l’azote combiné sous aucune forme : 
que cette ammoniaque devait étre le produit de l'activité fixatrice 
des Azotobacters, car il n’y avait aucune autre pullulation sur la 
plaque; enfin, que le dégagement était dti, dans ce cas, a la 
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réaction alcaline du milieu, effet de la destruction des ions 
acides du lactate de soude par la végétation des microbes. 
Liidée que c’est l’alcali fixe qui bloque l’alcali volatil en préve- 
nant son assimilation et en le chassant du milieu paraitra toute 
naturelle. En effet, ’épreuve au moyen de la méthode sim- 
plifiée indiquée dans notre 5° Mémoire a montré qu'un petit gru- 
meau du gel, libre de colonies, jeté dans quelques gouttes de 
thymol-sulfone-phtaléine, y produit une tache bleu-indigo, ce 
qui indique un pH non inféricur a 8,8-9,0. La concentration 
des ions HO est donc montée de pH = 6,9 jusqu’a pH = 9,0 
en quarante-huit heures, et cet accroissement rapide a évi- 
demment déséquilibré le processus assimilatoire des cellules, 
qui ont laissé échapper le produit primaire dans l’ambiance. 

Pour contrdler l’interprétation, on remplace le lactate par 
du succinate de soude. 


On prépare une plaque en tout pareille 4 la précédente sauf que lon 
donne 0 gr. 3 de succinate de soude au lieu du lactate; le pH = 7,0; en- 
semencement avec 0 er. 2 de terre Esp. Au bout de quarante-huit heures 
odeur légérement mais nettement ammoniacale ; le virage du tournesol 
et autres épreuves, dont il sera question dans la suite, démontrent un déga- 
gement d’ammoniaque dans l’air et sa présence dans le gel. 


Un cas bien déterminé était donc devant nous, ot ce produit 
primaire, resté si longtemps plutot hypothétique, était facile a 
capter. Un autre nous était connu antérieurement: celui des 
cultures sur mannite, ot ce produit échappait totalement a 
lobservation. Par conséquent, il paraissait logique de conclure 
quil ne s’agit guére d’un produit normal, en quelque sorte 
obligatoire, mais que sa présence dépend entiérement des con- 
ditions de la végétation, spécialement de la substance énergé- 
tique offerte. Il importait donc d’en étudier de plus prés 
quelques-unes, choisies comme types, sous le rapport qui nous 
intéresse. Pour remplir ce programme, nous avons exécuté un 
certain nombre d’expériences qui seront exposées dans la suite, 
en les groupant d’aprés la nature des aliments employés. 

Quant & la méthode, on se seryait tantot de petites boites de 
Pétri de 10 centimetres de diamétre, tantot de grandes boites de 
20 centimetres, chargées de silico-gel imprégné selon l’une ou 
autre des formules. Dans quelques expériences, des plaques 
de gélose ont été employées. Pour ensemencer, le plus souvent 
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on répandait des particules de terre d’un échantillon riche en 
germes Azotobaciers, ce qui est le meilleur mode d’ensemence- 
ment, d’aprés les idées exposées au début de ce mémoire. En 
effet, l’exigence de la culture pure n’aurait aucune raison dans 
ce cas; on la comprendrait mieux, s'il s’agissait de départager 
activité des Azotobacters de celle d’un autre groupe de fixateurs. 
Mais dans notre cas, il était bien facile de s’assurer que ce ne 
sont que ces formes prises en bloc qui pullulent sur nos 
milieux,électifs. Certes, il n'est pas impossible que l’on se mette 
dans l'avenir & différencier les souches du groupe sous ce rap-. 
port, mais en attendant on en est encore bien loin. 

Nous n’avons pourtant pas manqué de nous servir également 
de suspensions de colonies pures pour !|’ensemencement : ceci 
pour voir sil n’y avait pas quelque différence d’effet, ainsi que 
pour éliminer les particules de terre. On réussit le plus rapi- 
dement et le plus directement & tirer du sol des végétations 
pures en se servant d’une plaque s. ¢. a benzoate de soude selon 
la formule : 


Benzoate de soude, en gramme......... sae aU 
Solution de sels, en centimétres cubes ........... 2 
Gra COs eneeranninnies voir cy iet gsi) She spn G ml nse mee 0,1 


Potasse 2 p. 100, III gouttes ou q. s. pour tie — 1 0. 


On ensemence en répandant, — le mieux au moyen d’un 
creuset Gooch, — environ 1 a 2 centigrammes d'un échantillon 
de terre assez riche en Azotobacters donnant au moins 2.000 
colonies par gramme. Au bout de deux jours et demi, 
4 30°-32°, les colonies caractéristiques, entourées déja d'un 
halo noirdtre dans le gel, auront atteint de plusieurs milli- 
metres a 1 centimétre de diamétre. En faisant ’examen micros- 
copique de l'une ou l’autre, on constatera le plus souvent que 
le tableau microscopique ne présente absolument aucune forme 
6trangere aux Azotobacters. La grande forme y domine 
souvent. En piquant plusieurs fois la colonie choisie on en fait 
une suspension dans 10 cent. cubes d’eau de robinet stérilisée, 
que l’on distribue a raison de 2 cent. cubes par grande plaque 
et de 0,25 par petite, de maniére a mouiller toute la surface. 
Au bout de vingt-quatre heures, elle se présente entiérement 
envahie par une couche muqueuse composée de pullulations 
pures d’Azotobacters. 
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_ On peut-se servir également pour le méme but d’une plaque 

aT alcool éthylique, selon la formule que l’on trouvera dans la 
suite. La végétalion y est plus rapide, les colonies devenant 
grandes au bout d’une quarantaine d’heures ; mais on y trouve 
a examen soigneux quelques rares groupes d’un petit batonnet, 
disposés en groupes radiaires (Radiobacter?), quine génent pas 
pourtant les expériences, car ses pullulations restent insigni- 
fiantes. 

Les épreuves chimiques, quand il s’agit de déceler et 
de doser lammoniaque, sont, comme on le sail, extrémement 
sensibles : la nesslérisalion permettant de déterminer avec 
stireté des quantités de Vordre de milliemes de milligramme 
d’azote ammoniacal. Pour rendre le dosage plus rapide, on se 
sert dune échelle colorimétrique toute préte dans des tubes 
marqués a 50 cent. cubes et bouchés a l’émeri (dits tubes de 
Granval-Lajoux) présentant la gamme usuelle qui correspond 
aux taux suivants d’azote ammoniacal en centitmes de milli- 


gramme : 
0 04:~0,8 05 0,7 . 450 918) 20 23.90 or ew 


? 


Tous les dosages par nesslérisation seront notés dans la suite 
en centiémes de milligramme d'azote ammoniacal. 

S'il s’agit de quantités plus importantes, on jette le gel dans 
un ballon, on triture avec de l'eau exempte d’ammoniaque, on 
distille dans de l’acide N/10 que Von titre avec de la baryte, 
environ N/30, ou que l’on nesslérise. Pour enlever plus com- 
plétement l’'ammoniaque, on ventile le ballon de distillation au 
moyen d’uncourant d’air ayant passé dans une éprouveltechargée 
de ponce sulfurique et un flacon-laveur avec de l’acide sul- 
furique é'endu. Mais & moins de prolonger la distillation 
pendant plusieurs heures, il n’est pas possible d’enlever quanti- 
tativemeni l’ammoniaque dissoute sans recourirauxalcalis fixes. 

Pour capter sans perte l’ammoniaque dégagée par les cultures, 
il aurait fallu conduire les cultures dans des fioles fermées 
reliées 4 des appareils d’épuration de lair et ades flacons-laveurs, 
ce qui aurail singuligrement compliqué les expériences et, par 
conséquent, en aurait réduit le nombre. Ur, comme on le verra, 
les quantités d’azole ammoniacal varient dans de trop larges 
limites, non seulement dans des conditions différentes, mais 
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dans des conditions semblables, pour que l’on puisse établir des 
rapports quantitatifs. Il apparait done plus logique de mullti- 
plier autant que possible les épreuves qualitatives dans le but de 
recueillirle plus grand nombre d’observations sur le fait méme du 
dégagement de l’ammoniaque, assez souvent négatif, le moment 
de son apparilion, sa durée, son ryihme. Pour en indiquer le 
début, il est bon de coller un petit carré de papier tournesol 
rose, au moyen d’une gouttelette de gélose fondue, sur la face 
intérieure du couvercle de la boite de culture. Pour en suivre 
Vexhalation et pour la doser d’une maniére approximative, la 
nesslérisation de la rosée qui se condense sur cette face inté- 
rieure est le moyen le plus simple et le plus str. On provoque 
cette condensation & volonté, si elle manque, en posant sur la 
boite, tenue 4 l’étuve a 35°, une grande fiole conique a fond 
plat de 20 centimétres de diamélre remplie d’eau froide, tres 
commode pour servir de réfrigérant dans ce cas. Au bout d’un 
quart d’heure, on enléve les gouttelettes couvrant toute la sur- 
face intérieure du couvercle au moyen d’un peu d’eau exempte 
Wammontiaque, on verse dans le tube de nesslérisation, on rince 
deux ou trois fois, on remplit jusqu’a la marque et on ajoute 
finalement goutte a goutte 2 cent. cubes de réactif de Nessler. 
Au bout d'un quart d’heure, un coup d’eeil suffit pour trouver 
la place de la teinte obtenue dans I’évhelle colorimétrique. 

La méthode, tout en étant des plus simples et rapides, est assez 
sensible, et, ce qui est le plus important, elle permet de suivre 
le dégagement de l’ammoniaque pendant un délai indélini, sans 
rien déranger. Le taux d’ammouniaque étant trés faible et les boites 
munies de couvercles bien débordants, tenues bien fermées, les 
perles sont négligeables. En effet, si l'on tient plusieurs boites 
l'une pres de l'autre, ou bien superposées, on peut observer 
dans l'une constamment une réaction positive. tandis qu’elle 
reste négative dans ses voisines, ce qui démontre que de faibles 
quantités d’ammoniaque ne peuvent s échapper d'une boite pour 
passer dans une autre, ou se répandre dans l’air de l’étuve, du 
moins & un degré sensible & Ja réaction de Nessler. 

Si on n’a pas l’intention de suivre la marche du dégagement, 
mais seulement de s’assurer qu il a lieu effectivement en quan- 
tités dosables, on introduit dans la boite de 20 centimétres, en 
la tenant renversée, couvercle en bas, une petite soucoupe plate, 
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chargée d’acide sulfurique N/1; au bout dune huitaine de 
jours, on vide l’acide dans un ballon, on ajoute de la soude et 
on distille en recueiilant dans de l’acide N/10 que Von tilre avec 
de la baryte environ N/30. 

Pour déceler l’ammoniaque dans le gel 8 chaque moment sans 
déranger la culture, il suffit d’en découper un petit grumeau, 
gros comme un grain de blé, libre de colonies, et de le jeter 
dans une goutte de réactif de Nessler. A des doses trés faibles, 
moins d’un milligramme d’azote ammoniacal par grande plaque, 
les grumeaux prennent au bout de quelques minutes une teinte 
jaune, 4 des doses supérieures une teinte rouille, ce qui est 
déja un signe que la plaque donnera plusieurs milligrammes 
d’azote ammoniacal a la distillation. 


LES EXPERIENCES. 


Aprés les expériences du début, déja4 mentionnées, un assez 
erand nombre ontsuivi, dont nousallons décrire quelques-unes. 

Les liquides d’imprégnation étaient toujours composés de la 
solution de sels minéraux additionnée d’une petite dose de 
carbonate de calcium et de la dose de substance organique. La 
solution saline contenait en grammes : 


Phosphate monopotassicquGrcs a ene ene 1,0 
Sulfaterde masnésiesa 1 015 2. nance her ae : 0,3 
Chiorurevde’soude = 44 ac seen eee Bono ie Ac 0,3 
Sullaverd ewer armen OEE LE CN aarti Spiamemereas Veta sé 0,0 
Sulfate de manganese Seis eke og He ie 0,0 
Bau distillée: 2 5c, 051.5 yk eee es im ne a aan en I 


On en prenait 2 cent. cubes pour une petite plaque, 10 cent. 
cubes pour une grande. Le pH était réglé & 6,8 jusqu’a 7,0. 


PLAQUES AU LACTATE ET AU SUCCINATE DE SOUDE. — Les deux sels 
peuvent étre employés indifféremment avec le méme résultat. 
Bien eristailisé, le dernier est plus commode & l'usage que le 
premier, qui est d'une consistance sirupeuse. 


1. Grande plaque s. g. @ 3 grammes de lactate de soude. 

Le 9 février : ensemencement : terre Esp. 1 gramme. 

Le 12: épreuves encore négatives. 

Le 13 : traces de réaction ammoniacale dans le gel libre de colonies. 
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Le 14: le carré de papier tournesol rose fixé au couvercle vire au bleu. 
Dans le gel réaction marquée. 

Le 15 : ce jour et les jours suivants le gel donne une réaction intense a 
l’épreuve de Nessler. ; 

II. Petite plaque s. g.a0 gr. 3 de lactate de soude. 

Le 12 mars : ensemencemeni avec 0 gr. 2 de terre Esp. 

Le 17 : la réaction du gel est bien nette. L’eau de condensation, nesslé- 
risée, donne 1,5 d’azote ammoniacal (en centitmes de milligramme). 

III. Petite plaque a 0 gr. 3 de lactale de soude. 

Le 10 avril : ensemencée avec une suspension d'une colonie pure. 

Le 12: couche de mucus couvrant toute la surface. Examen microsco- 
pique des pullulations : elles sont restées pures. Ce jour méme, virage du 
papier tournesol. 

Le 14: on soumet le gel a la distillation. Le distillat, nesslérisé, donne 
4,0 d’azote ammoniacal. 

IV. Grande plaque s. g. @2 gr. 5 de succinate de soude. 

Le 10 février : ensemencée avec 1 gramme de terre Esp. 

Le 13 : premiéres traces de réaction dans le gel. Virage du papier tournesol 
au violet. : 

Le 14: virage au bleu, odeur ammoniacale. Les grumeaux du gel prennent 
dans le réactif de Nessler une teinte rouille. Dans le thymol-sulfone-phta- 
léine tache bleu indigo. 

V. Grande plaque s.g. a 2 gr. 5 de succinale de soude. 

Le 14 février : ensemencement avec une délayure de colonies pures. 

Le 15: rosée de mucus sur toute la surface. 

Le 16 : couche de mucus ininterrompue. Dans la thymol-sulfone-phta 
léine tache bleu acier. 

Le 17: réaction posilive du gel libre de colonies. 

Le 20 : leaudecondensation contienttantd’ammoniaque, qu une gouttelette 
donne un précipité rouille dans le réactif. On rince plusieurs fois avec de 
l’eau bidistillée. On divise eau de lavage en 5 portions que J’on ne sslérise 
La quantité totale d’azote ammoniacal est 12,5. Ce dosage fait le matin, on le 
répéte au milieu de la journée et on trouve encore 7,5 (toujours en cen- 
tiémes de milligramme). 

Pour Je dosage de la quantilé Lotale retenue dans le milieu a ce jour, on 
jette toute la masse du gel dans un ballon, on triture avec un peu d’eau et 
on chauffe au bain-marie en yentilant. On trouye 3 milligr. 36 d’azote ammo- 
niacal. 

VL. Grande plaque s. g. & 2 gr. 5 de succinate de soude. 

Le 19 février : ensemencé avec une délayure de deux colonies pures 
parues sur une plaque au benzoate de soude. 

Le 20 : des gouttelettes de mucus garnissent toute la surface. 

Le 21 : au bout de quarante-deux heures, couche ininterrompue de mucus 
hyalin. Nesslérisation de l'eau de condensation : 7,0 d’azote ammoniacal. Ce 
méme jour au bout de quelques heures : 2,0. 

Le 22 : leau de ringage nesslérisée donne 15 d'azote ammoniacal. Le gel 
prend dans le réactif la teinte rouille. 

Le 24: par ventilation accompagnée d'un léger chauflage on en extrail 
{ milligr. 42 d’azote ammoniacal; il en reste encore dans le ballon de distil- 
lation. 

VU. Grande plaque s. g. 42 gr. 5 de succinale de soude. 

Le 24novembre : ensemencement avec une petile dose de terre Hsp. : 0 gr. 09. 
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Le 28 : léger virage du papier tournesol indiquant les premieres traces 
daleali. 

Le 30: nesslérisation de l'eau de condensation : 1.5. 

Le 4*° décembre : méme épreuve : 4. 

Le 4: méme épreuve : 0,5. 

Le 7: méme épreuve : 0,1. 

Le dégagement d’ammoniaque étant cette fois moins prononcé, on revient 
a des doses plus fortes de terre d’ensemencement. 

VII. Grande plaque a 2 grammes de succinale de soude. 

Le 10 décembre : ensemencée avec 4 gramme de terre Esp. 

Le 14: virage du papier tournesol. Le gel produit une réaction marquée. 
L’eau de condensation donne 3,0 d’azote ammoniacal 4 la nesslérisation. 

Le 16 : eau de condensation : 6,0. Examen microscopique : aucune pullu- 
lation étrangére aux Azotobacters. 


Le 17: par une courte distillation on extrait du gel 0 milligr. 29 d'azote 
ammoniacal. 


Pour éprouver l’effet d'un autre échantillon de terre, au lieu 
de l’échantillon Espalier, dont on se sert ordinairement, on 
Pp ’ 
prépare un échantillon provenant de la parcelle Pruners. 


IX. Grande plaque s. g. a 2 grammes de succinate de soude. 

Le 19 décembre : ensemencement avec une petite dose de léchanlillon 
Pruniers 0 gr. 4. 

Le 22: traces de réaction dans le gel. Eau de condensation : 3,0 d’azote 
ammoniacal. Méme jour : 2,0 d’azote ammoniacal. 

Le 24 : réaction marquée du gel. Eau de condensation : 2,5. 

Le 25 : réaction intense du gel. Eau de condensation : 4,0. 

Le 26 : réaction intense du gel. Eau de condensation : 6,"., 


Le 28: réaction intense du gel. Eau de condensation : 5,0 (toujours en cen- 
times de milligramme). 


PLAQUES AU LACTATE DE caLcium. — Comme il a été déja dit, il 
est probable que ce n'est pas la nature de l’acide lui-méme 
qui est la cause du dégagement de l’ammoniaque, mais le 
rapide accroissement de la concentration en ions hydroxile et 
Yemploi des sels de soude qui produit cel effet. Pour s’en 


assurer, il n'y avait qu’a remplacer la combinaison sodique par 
la combinaison calcique. 


I. Grande plaque s. 7. a 3 grammes de lactate de calcium. 

Le 10 février : ensemencée avec 1 gramme de terre Esp. 

Le 13: la surface est garnie de belles colonies blanches, La pullulation 
est presque aussi abondante que sur la mannite. L’épreuve du pH le montre 
inchangé. 

A partir de celte date, on continue les épreuyes du gel et de l'eau de con- 
densation pendant huit jours, mais on ne constate la moindre trace de 
réaction. I] n'y a, bien entendu, aucun virage du papier tournesol. 
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On refait cing fois la méme expérience, dont trois fois en 
prenant la terre comme semence, une fois une suspension de 
colonies pures, enfin, une dernidre avec uno plaque gélosée. 
Le résultat a été en général négatif, de sorte que le détail des 
observations serait dépourvu d’intérét. Maleré les végétations 
trés abondantes, il est bien rare que l’on 1 éussisse, et cela au 
prix d’épreuves trés nombreuses, & saisir quelques traces 
d’ammoniaque dans l'eau de condensation; on n’en trouve 
jamais dans le gel. Le contrdle de la réaction montre qu'elle ne 
s’éléve pas au-dessus de pH 7,6. 


PLAQUES S. G. A ACBTATE, BUTYRATE ET PROPIONATE DE SOUDE. — 
Il était & penser que les sels sodiques des acides acétique ct 
butyrique normal, lesquels sont prorres & servir de matiéres 
énergétiques aux Asofobacters, se comporteraient d'une maniére 
analogue au lactate et succinate. C’est ce que démontrent les 
quelques expériences qui suivent. 


Petite plaque s.g. a0 gr. 3 u’acélale de soude. 

Le 10 avril : ensemencée avec une suspension d'une colonie pure. Au bout 
de vingt-quatre heures : rosée abondante de mucus. 

Le 42: au bout de quarante-deux heures : couche hyaline ininterrompue. 
Virage du papier tournesol. 

Le 14: le pH est environ 9. 

Le15: distillation de l’ammoniaque retenue dans le gel: onobtient 0 milligr. 4 


d'azote ammoniacal. 
L’expérience répétée encore deux fois donne sensiblement le méme résulltal, 
Avec deux petites plaques 4 0 gr. 3 de butyrate de soude on a obtenu un 
virage du papier tournesol et 3 et 5 d’azote ammoniacal a la nesslérisalion. 
De méme avec une petite plaque de propionate de soude a 0 gr. 3. 


PLagues A LA mannitE. — Malgré le caractére négatif de nos 
anciennes observations sur les plaques mannitées, il paraissai| 
désirable de refaire quelques expériences comparées avec cette 
substance, en appliquant les mémes épreuves suivies, qui per- 
mettent de saisir un dégagement trés faible et passager. Les 
résultats restent en général négatifs comme avec le lactate de 
chaux. Mais si l’on multiplic les épreuves, on réussit de 
temps en temps, en somme bien rarement, & constater ca et 
la quelqnes traces d’ammoniaque, jamais dans les cultures 
jeunes, mais dans les cultures de six jours et plus, qui com- 
mencent a brunir. 
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I. Grande plaque s. g. 4 2 grammes de mannite. 

Le 9 février : ensemencée avec 1 gramme de terre Hsp. 

Depuis le 12 février, épreuves journaliéres jusqu’au 19 février. Toutes sont 
aégatives : ni virage du papier tournesol, ni jaunissement de parcelles de 
gel, rien dans la rosée de condensation. 

Le 48 : on préléve sur 10 points des petits grumeaux de gel que l’on jette 
dans le réactif de Nessler: 3 d’entre eux montrent un jaunissement faible, 
mais net, lereste est incolore. Quelques traces d’ammoniaque viennent done 
dapparaitre, mais tardivement. 

II. Deux petites plaques s. g. G 0 gr. 2 de mannile. 

Le 19 février : ensemencées avec une suspension d’une colonie pure. 
Au bout de quinze heures : couche de mucus ininterrompue sur les deux. 
On les soumet pendant huit jours 4 toutes les €preuves selon les méthodes 
adoplées, on ne découvre Ja moindre trace d’ammoniaque. 


Ce résultat n¢gatif s'est reproduit dans plusieurs autres expé- 
riences. Quand on constate une réaction de Nessler dans la 
rosée de condensation, ce ne sont toujours que des traces qui 
apparaissent, comme nous l’avons dit, toujours tardivement. 
Voici ces cas : 


Ill. Petites plaques gélosées. 

Le 3avril : ensemencée avec une suspension dune colonie pure. Les 
épreuves restent négatives jusquau 18 avril. Ce jour en nesslérisant un 
distillat, on trouve 0,4 d’'azote ammoniacal. 

I.e 24 novembre : ensemencée avec 0 gr. 1 de terre Esp. Culture exubérante. 

Jusqu’au 30 novembre, aucune trace d’ammoniaque nulle part. Ce jour, la 


plaque déja brunissante, on trouve dans l’eau de condensation 0,5 dazote 
ammoniacal. 


Il y avait lieu de se demander si une réaction s’approchant de 
pH=9 ne provoquerait pas de méme un dégagement d’ammo- 
niaque sur le milieu & mannite. Dans ce but, on a préparé 
un lot de plaques & mannite, portées au pH voulu par des 
doses croissanles d’une solution de potasse & 2 p. 100. Mais on 
s'est heurté a la difficulté de voir ce pH élevé rétrograder au 
bout d’une dizaine d’heures jusqu’a 7,8, de sorte que toutes 
les plaques de l'échelle ne présentaient plus aucune différence 
de réaction. On a essayé un autre moyen de Ja maintenir qui 
consiste 4 enlever un segment du gel et de verser de temps en 
temps dans Je creux quelques goultes d'une faible solution de 
carbonate de potasse. Dans une expérience de ce genre ona 
obtenu, en effet, un virage du papier tournesol et une réaction 
de Nessler. On arrive au but plus facilement en ajoutant a la 
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mannite une dose de succinate de soude, mais, avec des mélanges 
comme celui-ci, on revient évidemment au cas déja étudié, ot 
le blocage de ’ammoniaque est dti & la concentration rapide- 
ment croissante des ions HO. 


PLaguEs aLcooistes. — Il importait de rechercher si le 
dégagement d’ammoniaque peut aussi avoir lieu dans des 
conditions ot le facteur alcalinité n’intervient pas. On les a 
trouvés dans l'emploi des plaques a l’alcool éthylique et buty- 
lique normal, comme seules substances énergéliques. Pour 
préparer des plaques de s. g. alcoolisées, il est nécessaire de 
prendre une forte dose d’alcool allant jusqu’a 10 cent. cubes 
d’alcool absolu ou & 95° pour une grande plaque et 2 cent. cubes 
pour une pelite, car la majeure partie en est perdue pendant 
lévaporation. I] en reste ainsi une dose non excessive, suscep- 
tible de provoquer une pullulation abondante. Pour préparer 
de la gélose alcoolisée, on ne prend que 1 cent. cube d’alcool 
éthylique ou butylique pour 100 cent. cubes de gélose-sels, en 
Vajoutant dans la gélose stérilisée et refroidie & 40°. Pour 
Valcool butylique, ces doses se montrent parfois excessives. 
Comme il a été décrit ailleurs (cinquiéme mémoire), l’alcool 
étbylique parait un aliment de prédilection pour les Azoto- 
bacters ’ une concentration convenable; l’alcool butylique est 
un peu moins favorable, les végétations étant plus sensibles 
a toul exces. 


I. Petite plaque s.g. a 2 cent. cubes dalcool éthylique. 

Le 12 avril : ensemencée avec 0 gr. 2 de terre Esp. 

Le 19: virage net du papier tournesol; le pH du gel ne dépasse pas pour 
tant sensiblement 7,0. En soumettant une ‘partie du gel a la distillation et & 
la nesslérisation, on trouve 3.0 d’azote ammoniacal. 

Il. Grande plaque s. g. & 10 cent. cubes d’alcool éthylique. 

Le 4 novembre : ensemencée avec 0 gr. 18 de terre Esp. (petite dose). 

Le 6: développement abondant. On introduit dans l’intérieur de la plaque 
retournée, couvercle en bas, une soucoupe plate chargée de 5 cent. cubes 
dacide sulfurique N/1, et on l’'abandonne pendant une dizaine de jours. On 
procéde de méme avec une plaque du méme milieu non ensemencée el avec 
une troisiéme A alcool butylique n’ayant pas donné de culture notable. 

Le 16 : on verse l’acide dans un ballon, on ajoute de la soude, on distille 
en recueillant dans 10 cent. cubes d’acide N/10, on titre avee une solution 
de baryte. ; 

Titre :40 cent. cubes acide correspondent & 32 c. c. 9 de baryte. 

La plaque témoin prend 32 c. ¢c. 85. 
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La plaque a alcool butylique, 32 ¢. c. 9. 
La plaque a alcool éthylique, 31 c. c. 2. 
La différence est done 1 c. c. 7, ce qui correspond a 0 milligr. 72 d’azole 


ammoniacal. 


La plaque est maintenue encore environ trois semaines a 
l’étuve, en la soumettant presque journellement aux épreuves. 
Cette durée d’observation exigeait une surveillance spéciale, 
pour juger sil n’y avait pas de phénoméne de décomposition, 
auquel on pourrait, 4 vrai dire, sans beaucoup de probabilité, 
attribuer la production d’ammoniaque. Pour répondre a cette 
critique, on soumetlait les végétations & un examen microsco- 
pique répété en faisant des préparations de mucus pris sur 
plusieurs points. On a bien remarqué quelques germes élran- 
gers isolés, mais aucune pullulation éltrangére tant soit peu 
envahissante n’a été observée jusqu’au bout. Ce qui a attiré 
l'altention, c étaient de petits groupes de cellules d Azotobac- 
ters nettement lysées, incolorables, entre des cellules bien 
caraclérisliques a l'état arrondi, enkystées, qui formaient jus- 
qu’au bout la grande masse des végélations. 

Voici la liste des épreuves de nesslérisation de l'eau de con- 
densation & partir du 18 novembre jusqu’au 5 décembre. Le 
gel a donné, du premier jour au dernier, une réaction de 
Nessler bien nette. 


DATES nae DATES ee 
eae ee 8,0 Oita pace cee 3,0 
19 4,0 2,5 
20 6,0 99h © As Peer) 
> ewe at 4,0 S00 tt geen mbes ys 
22 6,0 1 0,5 
Oo tgs anne tees 4,0 Oe a ee 0,3 
24 3,0 j 1,0 
2 4 a, © Mid gees tn, Sn oe 3,0 ES Rs ere oe 0,2 
Sie in eae 4,0 


Depuis le 1* décembre, le gel a perdu tant d’eau qu'il se 
transforme en petites écailles presque séches, ce qui oblige 
finalement & terminer l’expérience. Un dernier examen donne 
le méme tableau de cellules azotobactériennes autolysées. 
Aucune pullulation étrangére, tant soit peu marquée. 
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Ill. Grande plaque s. 9. d i0 cent. cubes d'alcool éthylique. 

Le 24 novembre : ensemencée avec 0 gr. 8 de terre Esp. 

Le 30 : jusqu’a ce jour, les épreuves sont négatives. Ce jour-la, il y a 
traces d’ammoniaque dans la rosée de condensation qui ne dépassent pas (5. 
Les épreuves répétées encore trois jours restent négatives. 

IV. Grande plaque s.g. & 10 cent. cubes dalcool éthylique. 

Le 10 décembre : ensemencée avec 4 gramme de terre Esp. Se couvre de 
colonies au bout de quarante-huit heures. 

Le 14: pas de virage du papier tournesol, ni réaction dans le gel. Traces 
dans l’eau de condensation ; 0,7. 

Le 16 décembre : légére réaction du gel. Eau de condensation : 4,5. 

Le 17: le gel donne une réaction intense : teinte rouille. Examen micros- 
copique : la pureté du tableau ne laisse rien a désirer. 

Distillation du gel trituré dans de l'eau sans ajouter aucune base. On 
recueille le distillat dans de l'acide N/10. On titre avec de Ja baryte N/33 : 
Azote ammoniacal : 3 milligr. 05. 


\. Grande plaque s. g. & 10 cent. cubes d'alcool éthylique. 
Le 19 décembre : ensemencée avec 0 gr. 1 de terre Pruniers. 
Le 21 : colonies peu nombreuses, plaque peu couverte. 


Le 22 : on trouve dans |eau de condensation des traces d’azole ammo- 
niacal, ne dépassant pas 0.3. 


On répéte les épreuves jusqu’au 29 décembre, mais il n'y a toujours que 
des traces, au maximum 0,7 d’azote ammoniacal. 

VL. Grande plaque s. g. « 10 cent. cubes d’alcool éthylique. 

Le 19 décembre : ensemencée avec une suspension de colonies pures. 

Le 21 : premiéres traces d azote ammoniacal dans l’eau de condensation. 

Le 22: réaction de Nessler dans le gel. 


On continue les épreuves jusqu’au 28 décembre, toujours avec un résultat 
positif, mais il n'y a toujours que des traces ne dépassant pas 0,5. 


Quant &@ Valcool butylique, on a constaté dans une expérience 

un virage du papier tournesol au sixiéme jour, des traces 
d’azote ammoniacal dans l’eau de condensation, mais on n’a 
pas fait d’expériences suivies. Il est probable que les résultats 
seraient analogues a ceux qui viennent d étre exposés. 
On voit que le dégagement d ammoniaque aux dépens des 
alcools dans ces conditions est un fait a peu prés constant, 
mais qu'il est moins marqué et plus lardif que sur les plaques 
i sels organiques; la réaction du milieu restant au voisinage 
de la neutralité, l'ammoniaque formée a tendance a s'accu- 
muler dans le gel. 

Remarquons enfin que dans d’autres conditions, a savoir, sur 
des plaques de gélose alcoolisée & 1 p. 100 que lon ensemen- 
cait en série par repiquages toujours sur le méme milieu, les 
épreuves restaient négatives; on ne retrouvait plus traces 
d’ammoniaque, ni dans les jeunes cultures, nidans les cultures 
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agées. Doit-on chercher la raison de ces faits négatifs dans un 
regain d’équilibre des processus intéressés a la suite d’une cul- 
ture prolongée dans des conditions constantes? — Ilest difficile 
de le dire. 


PLAQuES CHLOROFORMEES ET TOLUENGES. — Aux deux cas de 
cégagement de l’ammoniaque, dont l'un est dt a lalcalinité du 
milieu, autre & un facteur moins apparent, nous pouvons 
joiadre un troisiéme, qui est le fait des anesthésiants ou anti- 
sepliques, en l’espéce le chloroforme et le toluéne. 

On concoit combien Jes expériences de ce genre sont déli- 
cates & cause de la nécessité de trouver la juste mesure de 
action inhibitrice, & défaut de quoi on risque de désorganiser 
la cellule trop rapidement par une intervention brutale. Pour 
étudier le probleme & fond, il aurait done fallu un grand 
nombre d’expériences préliminaires quon a voulu éviter en 
simplifiant la tache. Justement, le fait que les plaques a la 
mannite etau lactate de calcium ne dégagent jamais de l|'ammo- 
niaque & l'état jeune, c’est-a-dire, au bout de deux, trois fois 
vingt-quatre heures, était bien de nalure & la faciliter. Il n’y 
avait qua tenter d’y provoquer, dans les limites de ce délai, 
plus ou moins réguliérement, une réaction de Nessler assez 
nette, soit dans de |’eau de condensation, soit dans le gel; 
ou bien un virage du papier tournesol. On a fait trois expé- 
riences dans cette direction. 


1. Une grande plaque au lactate de calcium et une grande plaque a la man- 
nite (mémes formules que précédemment), Agées les deux de moins de qua- 
rante-huit heures, couvertes d’une couche épaisse de mucus bactérien, sont 
placées chacune dans une grande boite avee a cété un tampon imbibé de 
chloroforme. On fixe a lintérieur de la boite une petite bande de papier 
tournesol. Au bout de dix heures, on enléve le tampon el on abandonne les 
plaques sur une table de laboratoire. Au bout de six heures, on remarque un 
début de virage du papier tournesol. 

Il. Deux grandes plaques au lactate de calcium el trois petites sont soumises, 
au bout de quarante-deux heures de végétation, A l'action du chloroforme 
durant vingt heures. 

Dans l'une des grandes plaques, on trouve, a la nesslérisation, 1,0 d’azote 
ammoniacal dans l'eau de condensation. Dans l'autre, il n’y en a que des 
traces. Dans les trois petites, on note a lépreuve de Nessler un jaunisse- 
ment du gel, faible mais net. L’eau de condensation enlevée des couvercles 
de toutes les trois donne 4 la nesslérisation une réaction équivalente a 
2,5 @azote ammoniacal, soil une réactio 1 trés intense. 
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III. Quatre petites plaques au lactate de calcium et quatre petiles plaques a la 
mannite, toutes ensemencées avec une colonie pure. 

Au bout de quarante heures : couche épaisse de mucus sur toutes les 
plaques. On éprouve avec le réactit de Nessler et l'on ne trouve aucune 
trace dammoniaque. On place alors deux plaques appartenant aux deux lots 
dans une grande boite munie d'un tampon de chloroforme, les deux autres 
dans une autre chargée d'un tampon imbibé de toluéne. Les quatre autres 
sont gardées a l’étuvye comme témoins. 

Au bout de cing heures, on soumet toutes les plaques chloroformées et 
loluénées a la nesslérisation, mais on ne trouve rien. Deux sont ailors 
remises dans les grandes boites & chloroforme et & toluéne, oti elles restent 
encore vingt heures; les deux autres sont gardées a l'étuve une douzaine 
dheures. Les épreuves montrent alors dans ces deux derniéres, dont une 
plaque alamannite toluénée cing heures et l'autre une plaque au lactate de 
calcium chloroformée cing heures, une réaction posilive du gel. Les deux 
plaques ayant subi plus longtemps les vapeurs nocives ne donnent aucune 
réaction. Les quatre témoins restent tout le temps libres d’'ammoniaque. 


JRECHERCHES DE L AMMONIAQUE RETENUE DANS LES CELLULES DES 
Azotosacrers. — Toutes les épreuves mentionnées jusqu’ici 
touchent au gel libre de colonies et aux émanations des cul- 
tures dans l’air confiné des boites de culture. Elles ont été, 
comme on l’a vu, tantdt positives, tantot négatives, ce qui fait 
conclure que le dégagement de Vammoniaque dans |’ambiance 
par les Azotobacters dépend des conditions de leur pullulation. 

Le dégagement, mais non la production! Car si l’ammoniaque 
est vraiment le produit primaire de fixation, il est évident que 
cette ammoniaque synthétique — ne fit-ce qu’a |’état de traces — 
doit étre & peu prés constamment présente dans les cellules en 
voie de développement qui sont le lieu méme de la synthése. En 
effet, toutes les fois que l’on a éprouvé, non Je gel libre de 
colonies, mais le gel couvert de mucus bactérien, dont on 
découpait des morceaux plus ou moins grands et que l'on sou- 
mettait & la distillation, on a constaté des traces d’ammo- 
niaque dans des cultures ot! aucun dégagement ne se laissait 
découvrir en général. 

Cependant, avec notre mode de culture, rien nest plus facile 
que d’avoir du mucus bactérien pur, bien séparé du milieu. 
Sur des plaques & la mannite et au lactate de calcium ense- 
mencées avec une suspension de colonies pures, on a, au boul 
de quarante-huit heures, une couche épaisse de glaire semi- 
fluide que Von peut couler & voloalé dans un _ récipient 
quelcongue. Au besoin, on peut entever rapidement toute la 
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couche glaireuse en y versant un peu d'eau et en s’aidant d’un 
pinceau a poils doux. 

Pour avoir toutes les garanties que les traces les plus faibles 
d’ammoniaque proviennent réellement des corps microbiens, 11 
est recommandable de procéder comme il suit: on se sert d’une 
cornue tubulée, reliée & un réfrigérant sans joint de caout- 
chouc; on commence par y verser environ 150 cent. cubes d’eau 
bidistillée exempte d’ammoniaque, et on distille 4 blanc en 
recueillant Je distillat dans un tube de nesslérisation Jusqu’a la 
marque de 50 cent. cubes; on interrompt alors la distillation, 
on laisse refroidir et on fait tomber dans la cornue, & travers la 
tubulure, en s’aidant d’une baguette, quelques goultes de 
mucus bactérien, aprés quoi on reprend la distillation en 
recueillant dans un second tube de nesslérisation; on laisse 
alors tomber dans chacun des tubes, comme d'ordinaire, goulte 
a goulle, 2 cent. cubes de réactif. Le premier distillat devra 
rester incolore, tandis que le jaunissement dans le second sera 
immédiat, et non seulement cela, mais on sassurera bientot 
que, dans la majorité des cas, la réaction est si intense que 
on n’a guére besoin de tant de précautions. En voici quelques 
exemples. 

Culture sur grande plaque a la mannile de deux jours. 

Mucus blanc composé de végétations pures. Aprés la distillation a blanc, 
on fait tomber dans la cornue une dizaine de goutles de mucus. On distille 
pendant une dizaine de minutes jusqu’a la marque, on nesslérise les deux 
tubes. Le premier ne donne absolument aucune trace, le second équivaut 
par sa teinte bien jaune au tube standard 1,0 azote ammoniacal. 

L’expérience, répétée avec de petites quanlités de mucus, donne tou- 
jours un résultat positif plus ou moins accentué, selon la quantité de sub- 
stance microbienne que l’on mélange a de l'eau bidistillée. 

Enfin, dans une derniére expérience, on enléve rapidement la totalité de la 
couche glaireuse blanche, couvrant toute la surface dune grande plaque a 
2 gr. 0 de mannite. On le fait au moyen de 150 cent. cubes d’eau bidistillée, 
que l’on verse par portions sur la plaque, et de 14 la suspension dans la 
cornue. Le premier distillat de 50 cent. cubes donne, 4 la nesslérisation, 


2,0 d@azole ammoniacal, soit une réaction tres intense. On continue en ajou- 
tant de Veau distillée, et ona: 


Deuxi@ime distillate gyn asa eee ee 2,0 
Mroisieme distil later mcue meena ena Eee a 
Ouatriemexkdistillatee scm scenaeeewe ieee eer Saat ey BAES 
Ginquiemexd stills teeswrewesmwcmec msn imcn eg anne 4,5 


azole ammoniacal en centiemces de mil igramme. L’intensité de la 1éaction 
ne baissant pas sensiblement, il auvait fallu distiller plusieurs heures pour 
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enlever l’ammoniaque jusqu’au dernier resle, comme c'est toujours le cas 
quand il s’agit de solutions a réactions neutres; on interrompt donc l’expé- 
rience qui démontre suffisamment la présence de quantités dosables d’ammo- 
niaque dans la matiére méme des microbes. 


Mucus AZOTOBACTERIEN. EMULSIONN@ DANS DE LA GLYCERINE. — 
L’observation que les végétations azotobactériennes émulsion- 
nées dans de la glycérine continuent, ou méme commencent 
a dégager de l‘ammoniaque nous a conduit a éludier ce phéno- 
méne de plus pres, en opérant de deux maniéres : 

1° On enléve le mucus d’une grande plaque au moyen de 
50 cent. cubes d’eau bidistillée; on verse la suspension dans 
une grande boite de culture, on y mélange le méme volume 
de glycérine bidistillée; on laisse sur une plaque chauffée 
& 42°-45° jusqu’a ce que l’émulsion devienne épaisse comme de 
la glycérine pure. 

2° On seche la cullure en laissant les boites ouvertes sur la 
plaque chaude (max. 45°) pendant vingt-quatre heures et plus. 
Le gravier silicique couvert de mucus séché est alors écrasé 
dans un grand mortier et réduit en poudre impaipable au 
moyen d'un pilon massif. Le sable fin, environ une dizaine de 
grammes, qui se forme, sulfit pour assurer la destruction 
mécanique des cellules; toute autre matiére pulvérulente est a 
éviter (1). On ajoute alors 20 cent. cubes de glycérine bidis- 
lillée et on Lravaille la masse avec le pilon jusqu’a consistance 
dune pommade homogéne; en y mélangeant par portions 
25 cent. cubes d'eau bidistillée, on transvase la masse dans une 
boite de culture et l'on évapore & douce chaleur jusqu’a consis- 
tance sirupeuse. C’est ce dernier mode d’opérer qui parait le 
meilleur. 

Les grandes boites de culture avec les émulsions glycérinées 
des deux genres étaient conservées dehors, dans un réduit a 
température hivernale dans lintervalle entre les épreuves. 
Avant les épreuves on les tenait quelques heures a la tempéra- 
ture de Ja chambre, ou a 1’étuvea 30°; on les mettait, enfin, sur 
la plaque chaude (42-45°) en les couvrant d'une fiole réfrigé- 
rante. Un quart d’heure suffisait pour provoquer une rosée 

(1) La terre @infusoires que l’on emploie parfois pour le méme but est par- 


liculiérement 4 éyiler : nous en avons obseryé un échantillon qui dégageait 
de l’ammoniaque dans les conditions de nus épreuves. 
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assez abondante que l'on nesslérisait de la maniére décrite. 

Un grand nombre de ces épreuves ont été faites sur une 
dizaine d’émulsions glycérinées — préparées avec des cultures 
jeunes et 4gées — étendues en couche mince dans des grandes 
boites de culture. Pour contréle, on soumettait de la glycérine 
bidistillée de commerce, coupée dun peu d'eau bidistillée 
exempte d’ammoniaque aux mémes épreuves, exactement dans 
les mémes conditions. On a bien obtenu quelques traces 
de réaction en nesslérisani l'eau de condensation, qui ne 
dépassait pas pourtant l’échelon 0,1; mais la différence entre 
ces témoins et les 6mulsions des cultures, surtout celles qui 
ont été préparées d’apres le procédé 2, a toujours été trés 
notable. Ajoutons que ces réactions se maintenaient pendant 
plusieurs semaines avec parfois une tendance & augmenter. 
Sans plus insister sur ce sujet, les quelques exemples qui 
suivent suffiront pour donner une idée de l’intensité relative 
des réactions que l’on obtient. 


4. Plaque au lactate de calcium. Culture agée. Durée d’observation une 
vingtaine de jours. Epreuves tous les jours ou tous les deux jours. 

AzvoterammMoniaGal + Ode 2.25 donde Ole eleoee aes soe oem oe em on oto. 

2. Plaque a la mannite, culture jeune. Méme durée d’observation. 

Azote ammoniacal 70555 0.73 0/55) 0575.05 5,058: 0.6.5 Ooo 0550.15 OlT: 

3. Laclate de calcium, culture jeune. Méme durée. 

Azote ammoniacal 0,5; 105°0,7; 1,0= 058% 0595 40-7005 57028: 45. 


DiscussioN ET CONCLUSIONS. 


I. En commengant par le dernier groupe d’expériences, la 
question se pose de savoir si elles apportent la preuve d'une 
action enzymatique que les expériences avec des végétations 
chloroformées et toluénées paraissaient déja indiquer. Vu 
surtout les données concordantes des deux groupes d’expé- 
riences, on serait disposé a répondre affirmativement. 

Dans ce cas, la déshydrogénation qui doit fournir Vhydrogéne 
nécessaire a la synthese serait due & une déshydrogénase qui 
agirait sur les matiéres de réserve des cellules, tant vivantes 
que mortes; et, de cet hydrogéne activé, azote moléculaire 
serait laccepteur. Mais lactivation de Vhydrogéne, ou loxydo- 
réduction, élant, selon les idées actuellement dominantes, un 
phénoméne général en biochimie, tandis que la fixation est au 
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contraire une fonction trés rare, on serait amené A admettre 
pour ce cas un catalyseur spécial, jouantle réle des catalyseurs 
mélalliques dans le procédé industriel. Certes, linterprétation 
n’est en l'état actuel qu’une hypothése de travail, le probléme 
exigeant encore bien des études. 

Kn particulier, il est encore difficile d’écarter une objection 
a cetle maniére de voir, qui touche & la provision d’ammoniaque 
retenue par les cellules au moment de leur destruction ; 
quelque peu importante que soit cette provision, si elle ne se 
perd pas, elle pourrait peut-étre suffire pour un grand nombre 
d’épreuves de distillation lente, comme on les a pratiquées, 
avec un résultat positif. I] est vrai que l’on a pris bien des soins 
pourchasser cette ammoniaque préformée, enséchantles plaques 
4 42-45° pendant un a plusieurs jours, en évaporant les émul- 
sions glycérinées durant cing & vingt-quatre heures & Ja méme 
température, et cela & plusieurs reprises. Malgré ces soins et 
sans paraitre s’en ressentir, les émulsions continuaient a 
exhaler sensiblement les mémes quantités d’ammoniaque a de 
rares exceptions prés. 

Quoi qu’il en soit, la difficulté d’éloigner les derniéres traces 
@ammoniaque d’un milieu, sans recourir 4 des alcalis fixes, a la 
température d’ébullition, ou a des pressions négatives, ne 
permet encore aucune conclusion définitive touchant la syn- 
thése de l’ammoniaque au sein de l’émulsion glycérinée. On se 
bornera donc actuellementa une conclusion qui ne résume que 
les faits observés, Asavoir : le dégagement d ammoniaque conti- 
nue aprés la destruction des cellules azotobaclériennes, ou méme 
parfois ne commence qu'aprés leur désorganisation, et ce déga- 
gement peut étre suivi pendant plusieurs jours. 

II. Si on hésite & admettre comme prouvée |’exislence d'un 
appareil enzymatique, d’aprés l’hypothése ci-dessus exposée, il 
ressort tout de méme des expériences que la production de 
lammoniaque dun cété, son assimilation de 'T autre, ne sont pas 
liées indissolublement dans une seule et méme réaction de syn- 
thése; car, s il en était ainsi, la déshydrogénation des substances 
de réserve de la cellule, accompagnée de lhydrogénation de 
Vazote moléculaire, ne marcherait qu'au rythme de la syn- 
thése de la matiére protéique, sans qu'il y ail jamais apparition 
d’ammoniaque libre; et ce serait évidemment l’idéal au point de 
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vue de l'économie cellulaire. Qu’il n’en soit pas ainsi, que /e 
processus entier de V'assimilation de lazote gazeux 8 accomplisse 
en deux phases, dont l'équilibre paratt instable, cela est 
démontré parle fait méme du dégagement de !ammoniaque dans 
lambiance. 

Cette instabilité apparait trés clairement dans nos expé- 
riences. Les pullulations, qui se font aux dépens d’aliments 
« riches » (glucose, mannite, lactate de calcium), nen déga- 
cent pas généralement ce qui s’explique aisément par linten- 
sité de leur processus assimilatoire ; dans ve cas, le reste entre 
la production, d'un cdté, la consommation, de l’autre, est nul. 
Il devient trés appréciable dans le cas provoqué d’une rapide 
alcalinisation du milieu jusqu’é environ pH = 9,0; le produit 
primaire, bloqué, s’accumule alors dans le milieu, l’assimi- 
lation subissant an arrét complet, ou presque. Le méme effet 
a été remarqué, quoique avec moins de précision, dans des cul- 
tures soumises aux vapeurs de chloroforme et de toluéne. La 
conclusion parait donc justifiée que toute entrave aw processus 
assimtlatoire des cellules conduit a un arrét dans [utilisation de 
Lammoniaque, dont la production pourtant continue, ce qui doit 
avow pour effet une surcharge des cellules qui finissent par 
rejeter cette ammoniaque inutilisable dans le milieu, avec 
d'autres produits de dissimilation. 

If. Au point de vue du réle dans la nature, il est impor- 
tant de retenir que le dégagement n'est pas seulement pro- 
voqué par tel ou tel autre artifice, mais qu'il a lieu spontané- 
ment. La culture sur des plaques a 1’alcool éthylique — sub- 
stance que les Azo/obacters doivent trouver fréquemment dans 
le sol autour des foyers de fermentation de la matitre végétale 
— en présente le meilleur exemple. En suivant le cours de 
ces expériences, on remarque généralement que |’apparition de 
Vammoniaque y est plus tardive que sur le lactate et le succi- 
nate de soude; et ce que l'on a noté plusieurs fois, vest qu'elle 
coincide assez neltement avec la disparition de Vodeur aleoo- 
liqgue. Jusqualors dépourvues de toute trace d’ammoniaque, les 
cultures commencent subitement & donner une réaction 
positive & toutes les épreuves : virage du tournesol, jaunisse- 
ment dans le gel et l'eau de condensation & la nesslérisation. 
L’observalion ne présente rien d’inattendu : on concoit que 
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lépuisement de la réserve en aliment a pour conséquence 
immédiate un ralentissement ou un arrét des pullulations, 
qui subissent une période critique avant de passer a l'état de 
repos : un déséquilibre des fonctions est donc particulitrement 
facile & admettre & ce moment. 

Moins prononcée quantitativement, la méme observation 
s'applique aux plaques & la mannite et au lactate desoude qui 
ne dégagent pas, comme on la vu, d’ammoniaque a l'état 
jeune, mais qui en donnent des traces quand le brunissement 
du mucus commence a s’étendre. En résumé, il y aurait lieu de 
généraliser cette cause et d’admettre ainsi que Jes cultures qui 
déclinent faute de matiére énergétique sont susceplibles de 
rejeter leur ammoniaque dans le milieu. 

TV. Les souches d’Azolobacters se comportent-elles de la 
méme maniére au point de vue qui nous intéresse? La ques- 
tion ne pourra, évidemment, étre résolue qu’a force d'études 
spéciales dans cette direction sur les races du sol. Il semble, 
a priort, qwil n’y aurait aucune raison de penser que la produc- 
tion d’ammoniaque, due 4 un équilibre instable, soit égale ou 
constante chez les différentes races et méme chez une seule et 
méme souche; il est plutét a croire que des facteurs naturels, 
infinument variés, peuvent exaller ou réduire celte particularité 
dans de larges limites. C’est justement a cette instabilité, par- 
fois déconcertante, que nous attribuons de n’avoir pas retrouvé 
au cours de nos expériences — exécutées & deux reprises avec 
un temps d’arrét assez long — J intensité de la production 
d’ammoniaque des premieres s Sries d’expériences, ott les plaques 
nous frappaient par une odeur ammoniacale inlense. On se 
demande aussi si les résultats de Kostytchew ne pourraient 
trouver leur explication dans ce quwil a eu la chance de 
tomber sur une souche particuliérement active comme pro- 
ductrice d’ammoniaque a la suite d’un déséquilibre de son 
processus assimilatoire. 

_ V. Enfin, en ce qui concerne les suites du phénoméne de fixa- 
tion, les résultats obtenus apparaissent d'une importance déci- 
sive: le rdle fertilisant des Azotobacters, producteurs @ammo- 
niaque synthétique, ne saurait étre mis en doute. Que cette produc- 
fron sexerce au sein du sol, on ne voit également aucune raison 
den douter. Bien plus, l’on se figure volontiers, d aprés les sug- 
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vestions de ce mémoire, que c’est justement dans ce milieu 
naturel que l’on trouvera réalisées les conditions qui favorisent 
ce dégagement, & savoir: aliments « pauvres», régime variable, 
périodes de pullulation entrecoupées d'intervalles d’inanition et 
de désorganisation ; bref, toutes sortes d’influences de nature 4 
entraver ou & déséquilibrer les processus de développement, 
avec un dégagement d’ammoniaque pour suite. 

L’apport de l’azote assimilable par lactivité des Azotobacters 
n’est donc pas dt seulement, comme on I’acrusilongtemps, & un 
phénoméne indirect et de longue haleine, quines accomplit qu’a 
la suile de la décomposition de la matiére de leurs cellules 
mortes par l’aclion d’autres agents bactériens. Ce rodle est 
immédiat et direct, les foyers de leurs pullulations présentant 
assez souvent, si ce n’est toujours, une source plus ou moins 
abondante d’ammoniaque synthétique ; et cette source ne semble 
pas se tarir immédiatement a la mort ct a la désorganisation 
de leurs cellules. 

Quant & celles qui restent vivantes a l|’état enkysté, elles 
paraissent assez résistantes pour garder leur azote organique 
jusqu’a nouvelle occasion; a cet état, elles ne représentent donc 
qu'un pouvoir potentiel de fixer l'azote au moment opportun, 
c’est-a-dire, & la suite d'une nouvelle provision de matiére éner- 
gétique au sein d’un milieu dont la réserve en azote assimi- 
lable est descendue & un niveau ne permettant plus la pullu- 
lation des non-fixateurs. 

Ainsi, se trouve résolue, d’aprés ces idées, la lriple énigme 
des Azotobacters, concernant : 

lo La matiére énergétique dont ils disposent dans le sol : 
ce sont les produits de fermentation de la matiére végétale; 

2° Le produit primaire de la fixation : c’est l’ammoniaque 
synthétisée par les cellules; 

3° Enfin leur fonction utile : elle est de maintenir la réserve 
en azote combiné dans les sols qui en manquent, au moyen 
de l’hydrogénation de l’azote atmosphérique. 


Hrrata. — Numéro de janvier, p. 124, légende de la figure : au lieu de 
Nitratation lire Nitrilation; p. 125, légende de la figure : au lieu de Nilrata- 
dion lire Nitritation. 


UN CAS DE RAGE PRODUIT PAR UN VIRUS RABIQUE 
DES RUES A VIRULENCE RENFORCEE, 
OBSERVE A HANOI, 


par J. BABLET et H. MARNEFFE. 


Depuis la création de l’institut Pasteur de Hanoi, nous avons 
étudié un certain nombre de virus des rues — d'origine canine 
ou d'origine humaine — dans le but de rechercher le bien- 
fondé de la réputation d’extréme virulence du virus tonkinois. 
Une note récente (4) enregistrait les résultats oblenus au cours 
des quatre premiéres années : il y aurait au Tonkin trois iois 
plus de cas de rage précoces quen Europe (avant le trenliéme 
jour) et plus particuliérement un chiffre élevé d'incubations 
trés courtes (moins de dix-huit jours). Ces conclusions s’appli- 
quaient 4 peu prés exclusivement aux Annamites et nous pen- 
sions que l’hyponutrition et la misére physiologique pouvaient 
jouer un role dans le raccourcissement de la période dincu- 
bation chez les indigénes. 

Nous venons d’observer, cependant, chez un Européen, jeune 
et en bon état physique, un cas de rage déclarée consécutif a 
une morsure légére et survenu a la fin d'un traitement d’inten- 
sité moyenne. La mort a suivi les premiers symptémes a deux 
jours d'intervalle. Soupgonnant un virus naturellement ren- 
forcé, nous avons praliqué inoculation expérimentale du bulbe 
prélevé & lautopsie et constaté que le lapin, paralysé le qua- 
triéme jour, mourait vingt-quatre 4 quarante-huit heures apres. 
Ce virus des rues évoluait chez le lapin plus rapidement que le 
virus fixe de Pasteur. Nous ne possédons, malheureusement, 
pas la souche canine de ce virus, l’animal mordeur n’ayant pu 
étre retrouvé. Il ett été intéressant de rechercher le pouyoir 
immunisant d’un tel virus fixé sur le lapin. Nous avons essayé 
de nous en rendre compte en partant du virus humain. 


(1) Bastet el Joyeux. Sur la virulence du virus des rues tonkinois. Ges 
Annales, 44, février 1930, p. 144. 


Annales de Institut Pasteur, t. XLVIII n° 3, 1932. 2} 
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Nous exposons ci-dessous, 3. titre documentaire, l’observation 
clinique de rage humaine et le protocole résumé des inocula- 
tions expérimentales auxquelles elle a donné lieu. 


OBSERVATION CLINIQUE. — M. L..., trente-huit ans, a été mordu le 25 mai 
1930, dans l’aprés-midi, par un chien qui venait d’étre capluré par le Service 
de la Voirie alors qu'il errait sans collier dans les rues de Hanoi. Il avait 
cru reconnaitre cet animal et l’avait caressé. La morsure, peu profonde, sié- 
veait pres de la base du pouce. Elle fut cautérisée a CED a 90°. Traite- 
ment commencé le 27 mai, terminé le 10 juin: 

Formule A. Quinze jours, moelles de six, cing, quatre, trois et deux jours 
(conservées au moins six jours, au plus douze jours en glycérine). 

D’aprés les renseignements fournis par la police, le chien mordeur avait 
été mis en observation a la fourriére. Celle-ci signale immédiatement a 
l'Institut Pasteur les décés de ses pensionnaires ou leur remise en liberté, la 
période d’observation terminée. Or, dans ce cas particulier, il fut impossible, 
lorsque M.L... cessa le traitement, au quinziéme jour, de retrouver l’animal 
qui Vavait mordu. Il est probable qu'il avait été abaltu par erreur. 

Aucun incident pendant le traitement. Le 9 juin, cependant, M. L... signale 
4’ son médecin habituel une sensation de constriction thoracique assez 
pénible. Le 10 au soir, c’est-a-dire le jour méme de la derniére piqure et le 
seiziéme aprés la morsure, M. L.., manifeste une nervosité inaccoutumée et 
se sent mal a l’aise; il appelle dans la nuit son médecin qui lui fait une 
piqtire de morphine et lui conseille d’entrer a ’hdépilal. 

Le 41 au matin, on constate une hyperesthésie trés marquée des tégu- 
ments et un état de contracture généralisé. La paroi abdominale, en parti- 
culier, est dure comme du bois. Le facies est anxieux, les yeux hagards. 
Néanmoins, la lucidité est compléte. Le malade peut boire; il a uriné. La 
morphine le calme neltement, Il présente dans la journée des vomissements 
bilieux. Température : 38°. : 

La nuit est calme, grace & ila morphine. Le 12 au matin, de nouveaux 
vomissements surviennent. Le facies est de plus en plus angoissé, l’agitation 
extréme, mais les mouvements génés par la contracture musculaire et des 
convulsions tétaniformes. a mort survient brusquement a 9 heures. 

Autopsie le jour méme. Pas de lésions viscérales. 

A lVouverture du crane, congestion veineuse intense sans altérations des 
méninges. Liquide céphalo-rachidien clair. Prélevement de lencéphale qui 
est placé dans le formol a 15 p. 100. Le bulbe est conservé en glycérine 
pour inoculation expérimentale. 


Kn résumé, il s‘agissait donc d'une maladie & symptomato- 
logie et & localisation principalement nerveuses dont la période 
d'état n’a pas dépassé quarante-huit heures et s’est terminée 
brusquement par la mort. Une morsure de chien, peu pro- 
fonde, & la main, avait précédé de seize jours les premiers symp- 
tomes. Méme en |’absence des signes classiques de rage (hydro- 
phobie, spasme du pharynx, salivation), on ne pouvait guére 
songer 4 un autre diagnostic. 
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L’émulsion du bulbe prélevé & I’autopsie fut inoculée A 
quatre lapins sous la dure-mére dans les conditions habituelles ; 
d’autre part, des ensemencements furent faits sur divers 
milieux aérobies et anaérobies. 

Aucuo germe ne cultiva. Mais les quatre lapins inoculés 
étaient paralysés dés le quatriéme jour et l’un deux mourait le 
cinquiéme. 

Le diagnostic de rage se trouvait confirmé ainsi que la viru- 
lence élevée du virus en cause. 


RecuHEeRcHEes EXPERIMENTALES. 


Lapins. — Les passages de virus ont été faits sur des lapins 
de 1.500 grammes & 2 kilogrammes par inoculation sous-dure- 
mérienne de 0 ¢. c. 5 d’émulsion bulbaire & 1/50. Certains 
passages ont été faits avec le bulbe frais, anssitét aprés la 
démoellation; d'autres avec le bulbe conservé vingt-quatre a 
quarante-huit heures en glycérine; d'autres, avec le cerveau, 
aprés deux a trois mois d’immersion en glycérine. Deux ani- 
maux au moins ont été utilisés pour chaque passage. 

Voici les résullals observés : 

4° Linoculation de bulbe frais donne les mémes résultats 
que celledu bulbe conservé vingt-quatre a quarante-huit heures 
en glycérine ; 

2° L’immersion du cerveau entier en glycérine et sa conser- 
vation & la glaciére (+ 4°) pendant trois mois ne modifient en 
rien la virulence ; 

3° Une série de quinze passages, répartie sur une période 
d’un an, du virus inilial n'a produit aucun changement dans 
les propriétés offensives du virus ; 

4° Les animaux, paralysés, des le quatriéme jour dans la 
majorité des cas, au plus tard le cinquieme, ont succombé du 
sixiéme au huitiéme jour qui a suivi l’inoculation, sans avoir 
présenlté d'autres symplomes que ceux de la rage paralytique 
habituelle. 

D'autre part, le virus inlroduit par la voie sous-cutanée 
(2 cent. cubes d’émulsion 4 1/50) n’a déterminé aucun trouble 
chez 2 lapins qui ont été réinoculés par la méme voie avec 
3 cent. cubes quatre mois plus tard, sans succés. 
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Ces 2 lapins ont résisté & Vinoculation intra-oculaire du 
virus L... deux mois apres, mais ont succombé le mois suivant a 
une nouvelle épreuve (inoculation sous-dure-mérienne du virus 
du douziéme passage) dans les mémes conditions que le témoin. 


Aurres animaux. — 1° 2 cobayes qui avaient recu sous la 
peau 1 cent. cube d'émulsion au 1/50 de cerveau de lapin du 
cinquiéme passage ont succombé du huitiéme_au dixiéme jour 
apres vingt-quatre & quarante-huit heures de paralysie ; 

2° 4 chiens vaccinés a l’Ecole vétérinaire suivant la tech- 
nique de Plantureux, six mois auparavant, ont été éprouvés par 
injection de virus L... dans la chambre antérieure de |’qil. 

Tous ont succombé du neuviéme au onziéme jour qui a suivi 
"inoculation aprés une période paralytique de vingt-quatre a 
quarante-huit heures et sans avoir présenté de symptomes 
d’excitation. 

Chez un chien témoin, non vacciné, inoculé dans les mémes 
conditions, la rage a évolué exactement dela méme facon. 


Le cas rapporté ci-dessus d'une rage humaine évoluant en 
moins de vingt jours, malgré le traitement, n’est certes pas 
exceptionnel et nous n’aurions pas songé & conserver ce virus 
si celui-ci ne s’était montré d’emblée aussi électif pour le lapin 
que le virus fixe de Pasteur, apporté en Indochine en 1890 par 
A. Calmette. 

Le virus L... qui tue le lapin en huit jours, aprés vingt- 
quatre a trente-six heures de paralysie, nous a paru apte a 
suppléer le cas échéant certains virus fixes atténués par un 
demi-siécle de passages successifs; toutefois, son origine 
humaine recommande la plus grande prudence 4 cet égard. 

On peut espérer que son agressivité pour homme dispa- 
railrait assez rapidement par une série ininterrompue de pas- 
sages chez le lapin, et il est possible que le nouveau virus fixe 
ainsi obtenu posséde des propriétés immunisantes supérieures 
a celles des souches utilisées pour le traitement antirabique. 

Une étude prolongée de ce virus permettra sans doute de 
déterminer ses possibilités d’avenir. Mais, d’ores et déja, nous 
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pensons, en signalant ses principaux caractéres et en le met- 
tant 4 la disposition des laboratoires compétents el désireux de 
l'étudier, répondreau désir exprimé par la Conférence interna- 
tionale de la Rage (avril 1927) dans'l’article suivant : 

« 8. L’Organisation d' Hygiéne de la Société des Nations est 
priée de prendre les engagements nécessaires avec un ou plu- 
sieurs instituts, pour que des recherches préliminaires soient 
effectuées en vue de fournir a tous les instituts antirabiques 
une souche de virus fixe présentant un pouvoir immunisant 
élevé (1). » 

L'Institut Pasteur de Tanger, en raison de la personnalité de 
son directeur, le D" Remlinger, qui s’est attaché depuis de 
nombreuses années ’ l'étude des problames touchant la rage 
et la vaccination antirabique, est évidemment l'un des plus 
qualifiés pour ces recherches préliminaires qui réclament une 
organisation complexe et cottteuse au service d’une compé- 
tence indiscutable. 


Les recherches entreprises sur ce virus indochinois renforcé 
nous semblent également justifiées par lune des résolutions 
adoptées par la Conférence internationale de 1927, et publiée 
sous la forme suivante (2) : 

« 6. La Conférence recommande l’exécution de recherches 
surla pluralité des souches de virus des rues et de virus fixe... 
Elle considére que l'étude approfondie des souches de virus 
des rues, isolées des cas pour lesquels le traitement a échoué 
malgré le peu de gravité apparente des lésions, présente un 
intérét tout particulier. » 

D'autre part, la question de l’unité ou de la pluralité des 
virus rabiques ayant été mise & l’ordre du jour par un article 
récent de Remlinger et Bailly(3), nous avons pensé qu'il serait 
intéressant de confronter le virus L... avec un certain nombre 
de virus des rues de provenance diverse et ayant fait l'objet 


(4) Ces Annales, 1927. Supplément publié par lOrganisation d'Hygiéne de 
la Société des Nations, p. 8. 

(2) Ces Annales, 1927. Supplément publié par l’Organisation d’Hygiéne de 
la Société des Nations, p. 9. 

3) RemMumncer et Battry. Bulletin de l’ Académie de Médecine, 103, séance din 
2 avril 1930, p. 408. 
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d'une étude approfondie. N’ayant & notre disposition que des 
virus indochinois, nous avons envoyé une souche de virus L... 
au D' Remlinger, quia bien voulu nous faire bénéficier a cette 
occasion de sa grande expérience. 

La conclusion des recherches praliquées par |’éminent direc- 
teur de l'Institut Pasteur de Tanger est que le virus L... est 
est un virus renforcé, produisant chez le lapin la rage para- 
lytique classique & peu prés dans les mémes délais que le virus 
fixe (sixiéme au huitiéme jour). De tels virus onl été isolés par 
Remlinger, soit en Turquie, soit au Maroc. 

Nous en avions nous-mémes observé en Cochinchine de 
rares échantillons entre 1920 et 1925, avant de les retrouver 
au Tonkin ow leur fréquence est cerlainement plus grande. 

Notre observation vient & l’appui de l’opinion soutenue par 
Remlinger a la suite de nombreuses recherches sur des virus 
supposés rabiques, mais présentant certains caractéres anor- 
maux, recueillis en Europe, dans l’Afrique du Nord ou en 
Afrique Occidentale : le virus de la rage est wn; il comprend 
un ensemble bien homogéne dindividus que ne séparent que 
des différences accessoires d’activité et d’agressivité, que les 
réactions sérologiques et dimmunité ne risquent pas de dis- 
socier. 


Cette observation et les recherches ex périmentales trés incom- 
plétes qu'elle a provoquées conduisent aux remarques suivantes : 

{° Une morsure légére de la base du pouce a provoqué la 
mort d'un Européen, & Hanoi, en moins de vingt jours, malgré 
le traitement antirabique suivi dans de bonnes conditions; 

2° Les symplomes assez frustes ne permettaient pas de porter 
un diagnostic ferme de rage, mais l’inoculation du bulbe au 
lapin a levé tous Jes doutes ; 

3° Elle a permis de constater gu’il s’agissait d'un virus ren- 
forcé tuant le lapin en huit jours en moyenne, aprés une évo- 
lution paralytique classique; 

4° Ce virus présente done déja certains caractéres du virus 
fixe et il parait intéressant de rechercher, conformément aux 
indications de la Conférence de 1927, quel serait son pouvoir 
immunisant vis-d-vis de l'homme et des animaux; 
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5° Celte observation plaide en faveur de l’unité du virus 
rabique et contribue a détruire la légende combatlue par Rem- 
linger et suivant laquelle dans les pays tropicaux, et parfois en 
Europe, certains virus rabiques présenteraient des caractéres 
anormaux, susceptibles de leur conférer une yéritable auto- 
nomie et de Jes mettre 4 l’abri du traitement pastorien ; 

6° Il est possible, cependant, pour lutter contre de tels virus 
dont lagressivité est considérable, que les instituts antira- 
biques soient amenés a utiliser un virus fixe d’origine récente 
(canine de préférence) et provenant peut-étre de la fixation sur 
le lapin de l’un de ces virus de rues renforcés. 


(Institut Pasteur de Hanoi.) 


LE RHUMATISME INFECTIEUX SPONTANE 
DE LA SOURIS 
PROVOQUE PAR LE STREPTOBACILLUS MONILIFORMIS, 


par C, LEVADITI, RF. SELBIE et M" R. SCHOEN. 


Levaditi, Nicolau et Poincloux (1) ont découvert, chez 
Vhomme, l’agent étiologique de certaines formes d’érythéme 
polymorphe infectieux aigu accompagné de polyarthrite : le 
Streptobacillus Wanita (14 avril 1925). En février 1926, 
Parker et Hudson (2) ont confirmé celle découverte a l’occa- 
sion d’une épidémie d’érythéme polymorphe avec polyarthrite 
ayant sévi 4 Haverhill (Massachussetts). Le Streptobacillus 
moniliformis, dont Levaditi et ses collaborateurs ont prévisé la 
morphologie, les caractéres culturaux et la virulence, a été 
isolé, chez ’homme, du sang, des papules cutanées et du 
liquide articulaire. Ces constatations ont élé relatées en 1926 
et 1928 par Levaditi, Nicolau et Poincloux dans deux articles 
parus dans La Presse Médicale (3). 

Or, en 1929, unc observation fortuite nous a révelé Vexis- 
tence, chez la souris blanche, d'une maladie spontanée caracté- 
risée par un élat seplicémique, des polyarthrites et des myocar- 
dites, provoquée par le méme Streptobacillus moniliformis. 
Nous avons, en effet, injecté, par yoie intrapéritonéale, & quatre 
souris neuyes, d'une part lesang, d’autre part une émulsion du 
névraxe d'une souris, en apparence bien portante, ayant servi 
a des expériences antérieures. Les deux animaux inoculés avec 
le sang sont restés indemnes, alors que, Je douziéme jour, les 


deux souris ayant recu l’émulsion névraxique ont montré une 
polyarthrite généralisée. 


(1) Levaoit1, Nicotau et Porncuoux. C. R. de U' Acad. des Sc., 180, 1925, p. 1188. 
(2) Parker et Hupson. Journ. of Pathology, 2, 1926, p. 357. 


(3 ) Levapit1, Nicotau et Poincuoux. La Presse Médicale, 1926, n° 22, du 
17 mars, p. 340; Levanrrt, 2bid., 1928, n° 3, p. 65. 
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Sourts 7. — Arthrile du tarse et du métatarse des membres postérieurs. 
Sacrifiée le douziéme jour. Les cultures et l'inoculation du liquide articu- 
laire et de la rate permettent d'isoler, a l'état pur, le Slreptobacillus monili- 
formis. 

Sows 2. — Polyarthrile généralisée de toutes les articulations des 


Itc. 1. — Souris 2. Infection spontanée. Morte le vingliéme jour. 
Polyarthrite généralisée. 


membres, des articulations intervertébrales de la région dorsale et de 
toutes les articulations de l’appendice caudal (fig. 1 et 2). Morte le vingtieme 
jour. Ici, également, les cultures du sang du cceur et du liquide de certaines 
articulations ont permis disoler, a l’élat pur, le Streptobacillus moniliformis. 


I] s’agissait d'une infection spontanée de la souris provoquée 
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parl’agentétiologiquede l'érythéme polymorphe arthropathique 
humain, et caractérisée par une septicémie et une polyarthrite 
eénéralisée. Les cultures du sang du coeur de la souris n° 2, 
faites en bouillon-sérum de cheval, offraient l’aspect caracteé- 
ristique de l’hémoculture chez l"homme : colonies isolées, 
opaques, incluses dans le caillot de fibrine (fig. 3). 

Ces données nous autorisaient 4 attribuer aux muridés, en 
particulier & Ja souris, un role effectif dans la transmission de 
V'infection & l'homme. Ces rongeurs pourraient, en effet, cons- 


Fic. 2. — Souris 2 (voy. fig. 14). Polyarthrite des articulations 
carpo-métacarpiennes. 


lituer un réservoir de virus, la contamination de Chomme 
s’effectuant par la souillure des aliments au moyen de l'urine 
ou des matiéres fécales, lesquelles, d’aprés nos recherches, 
contiennent le Streptobacilius moniliformis (v. p. 335). Ce qui, 
en oulre, plaide en faveur de cette hypothése, c’est, d’abord, le 
fait que le malade de notre premiére observation, assistant du 
Laboratoire, avait travaillé avec des souris pendant plusieurs 
semaines et jusqu’a la veille de sa maladie; ensuite, cet autre 
fait, que l’épidémie d’Haverhill était confinée & une surface 
restreinte, comportant deux rues paralléles, situées le long 
d’une riviére. Les sujets atteints, des Lithuaniens, des Polonais 
et des Italiens, vivaient dans des conditions précaires. Ce sont 
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Fic. 3. — Hémoculture de Streptobacillus moniliformis. Svuris. 
Colonies dans le caillot fibrineux. 
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évidemment la des circonstances qui plaident en faveur de la 
transmission de l’infection par les muridés (1). 


Nous avons entrepris une étude expérimentale aussi! com- 
pléte que possible de la polyarthrite spontanée de la souris. A 
notre avis, cette étude est particuliérement intéressante. En 
effet, au fae et & mesure que nous avancions dans nos recher- 
ches, des analogies étroites apparaissaient entre la maladie de la 
souris et le rhumatisme polyarticulaire infectieux de ’homme. 
En inoculant le Streptobacillus moniliformis par les voies les 
plus diverses (sous-cutanée, intrapéritonéale, intraveineuse, 
intracérébrale, intraarticulaire), on reproduisait chez l’animal 
tous les symptémes et l’ensemble des altérations microsco- 
piques qui caractérisent ce rhumatisme polyarticulaire infec- 
tieux humain. Nous avons réalisé : la polyarthrite des articu- 
lations des membres et de la colonne vertébrale, les nodosités 
sous-cutanées (érythéme noueux), la myocardile a toutes les 
phases de son évolution, la cyanose des extrémités et de la 
queue (due a des troubles fonctionnels du cceur, suites de la 
myocardite et & des embolies microbiennes), des lésions 
dendocardite et de péricardite, voire méme de l’iritis (lapin; 
inoculation dans la chambre antérieure de l’eil). On saisit les 
possibilités qui s’offraient pour préciser, grace a ces recherches, 
l'étiologie et la pathogénie des rhumatismes infectieux, 
d’autant plus que certaines souches de Streptobacillus monili- 
formis sont, comme nous l’avons déja dit, virulentes pour 
lespece humaine. 

La plupart des données acquises ont 6té résumées dans 
plusieurs notes parues dans les C. R. de la Société de Bio- 
logie (2); elles font objet du présent Mémoire. Nous examine- 
rons, tour a tour, les caractéres des cultures du Streptobacillus 
moniliformis isolé chez la souris, les espéces animales récep- 
tives, les symptémes, Ul évolution et (histologie pathologique de la 


(1) Levapirr et Serer. C. R. Acad. Sc., 189, 1929, De too2. 
(2) Levavrtr et Severe. C. R. Soc. de Biol., 103, 1930, p. 295; Levapitr, SELsre 


et R. Scuoey. C. R. Soc. de Biol., 103, 1930, p. 463 Cp AMIR Levapitt et SELBIE. 
C, R. Soe. de Biol., 106, 1934, p. 25, 


LE RHUMATISME I\FECTIEUX SPONTANE DE LA SUURIS 313 


maladie expérimentale, les voies de pénélration du virus et son 
élimination de Vorganisme, le mode de contagion spontanée, 
les variations saisonniéres de la virulence du microbe, enfin, 
quelques questions se rapportant a Cimmunite. 


I. — Caractéres des cultures. 
Les variations de la virulence. 


Le meilleur milieu de culture est le bouillon additionné 
d'un cinquiéme de sérum de cheval, préalablement inactivé. 
Le Séreplobucillus moniliformis de la souris se développe en 
formant un dépdt plus ou moins abondant, constitué par des 
erumeaux d’aspect muqueux ; le milieu reste absolument clair. 
Lorsqu’on ensemence le sang du ceur, on constate l’aspect 
caractéristique de lhémoculture d'origine humaine; dans le 
caillot de fibrine qui flotte dans le bouillon et adhére a sa sur- 
face, apparaissent des colonies isolées, eloutées, d’une teinte 
blanc grisatre, opaques (fig. 3). 

Morphologiquement, nous n’avons observé aucune différence 
entre les souches isolées chez la souris et notre souche 
humaine : mémes filaments streptobacillaires, mémes formes 
en massue, en fuseau, en poire ou bipolaires, mémes corpus- 
cules méiachromatiques colorés en rouge par le Giemsa (fig. 4). 
Néanmoins, il nous a semblé gue les cultures actuelles se pré- 
taieut mieux a l'étude morphologique et génétique du Strepto- 
bacillus monitiformis. 


ViTALITE ET VIRULENCE. — Entretenues par des ensemence- 
ments fréquents et des passages intercalaires sur la souris, nos 
souches de Streptobacille conservent longtemps leur vitalilé et 
leur virulence. Témoins les essais suivants : 


a) Dix-neuviéme passage, cinquante et wn jours aprés Visolement. Inoculation 
sous-culanée a la souris 140. Arthrite le seiziéme jour. Morte le 28 juin. Culture 
des articulations positive. 

b) Ving iéme passage, quarante-trois jours aprés Visolement. Inoculation intra- 
veineuse a la souris 92. Arthrites généralisées, le cinquiéme jour. Morte le 
vingt-cinquiéme jour. Cultures posilives du sang du cour, des articulations 
et du foie 

c) Vingl-neuviéme passage, soixante et onze jours apres Visolement. Inocula- 
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tion sous cutanée a la souris 136. Morte le troisiéme jour. Cultures positives 
du sang du cceur, des articulations, du foie et de la rate. 


Par contre, les cultures perdent assez rapidement leur vita- 
lité et leur virulence, si elles sont conservées a la température 


Figs 4 Streptobacillus moniliformis. Culture en bouillon-sérum. Formes 
hacillaires, fitamenteuses, en fuseau. Coloration au Giemsa. Gross. : 1.000/1. 


ambiante et surtout @ 37°. Vest ce qui résulte des expériences 
suivantes : 


te TEMPERATURE AMBIANTE. — a) Cullures conservées pendant quinze jours a la 
température de la chambre. Inoculation intraarticulaire a la sowris 131. Arthrite 
au niveau de l'injection, mais pas de généralisation. Souris morte le quatre- 
vingt-uniéme jour. Cultures négatives 

b) Culrures conservées pendant quarante-deux jours & la méme température. 


Inoculation sous-culanée a la sowris 128. Morte le quatre-vingt-dixiéme jour. 
Cultures négalives. 
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2° TEMPERATURE DE L’ETuve. — a) Culture conservée pendant six jours & 37°, 
inoculée, par voie sous-culanée, & la souris 766. Polyarthrite le huitiéme 
jour. Morte aprés cent sept jours. Cultures positives des articulations, du sang 
du coeur, du foie et de la rate. 

b) Culture conservée pendant six jours a 37, inoculée ala souris 163, par voie 
sous-cutanée. Morte le dix-septiéme jour d’infection secondaire; cultures de 
streptobacille : négatives. 

c) Cullures conservées douse et dix-sepi jours a 37°, inoculées par voie sous- 
cutanée aux souris 162 et 16/7. Résultat négatif. 


Ces essais montrent que dés le sixiéme jour a 37°, et apres 
quinze jours a la température ordinaire, les cultures de Strepto- 
bacillus moniliformis perdent leur vitalité et leur virulence. 

Toutefois, méme lorsqu’on a soin d’entretenir ces cultures 
par des passages réguliers et alternatifs sur les milieux artifi- 
ciels et 7m vivo, on constate des oscillations de virulence 
(aptitude & provoquer des arthrites et fréquence des formes 
purement septicémiques). Ces oscillations paraissent offrir un 
caraclére nettement saisonnier, comme nous le montrerons 
plus loin (v. p. 339). 


Il. — Animaux réceptifs. 


4° Sourts. — La souris blanche offre une réceptivilé pour 
ainsi dire constante, quel que soit le mode d’inoculation choisi. 
Cependant, nous avons observé parfois que des animaux ayant 
recu, sous la peau ou dans les veines, des quantités de cul- 
tures fraiches sttrement pathogénes, ne réagissaient en aucune 
maniére. Ces animaux jouissaient d’un état réfractaire naturel; 
nous reviendrons ultérieurement sur cette question. 

La souris grise sauvage paratt moins réceptive que la souris 
blanche. En effet, plusieurs essais de transmission par injection 
de cullures sous Ja peau, ou dans la cavité péritonéale, sont 
restés totalement négatifs. Néanmoins, quelques sujets ont 
réagi, tels les suivants : 


Souris 66, inoculée par yoie sows-cutanée. Absence d’arthrite. L’animal est 
mort le cinquiéme jour. Culture du sang du coeur posilive. 

Souris 142, inoculée par yoie infraarticulaire (patte postérieure droite). 
Absence d’arthrite. L’animal est mort le deuxiéme jour. Présence de strepto- 
bacilles dans l’articulation, si¢ge de l’injection. 

Souris 143, inoculée par voie infrapéritongale et par voie sous-culanée (a 
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deux reprises). Sacrifiée treize jours apres la seconde inoculation. Arthriles 
des articulations costo-slernales. Présence de streptobacilles dans ces arti- 
culations. 


2° Lavery. — L’étude de la virulence du Streptobacillus moni- 


liformis pour le lapin nous a réyvélé des différences biologiques 
manifestes entre la souche isolée chez la souris et notre 
ancienne souche humaine. En effet, voici de quelle manitre 
Levaditi, Nicolau et Poincloux résumaient, en 1926, leurs 
constatations au sujet de la réceptivité du lapin a légard du 
microorganisme isolé chez homme : 


« Le lapin est le plus sensible des animaux utilisés pour l'étude de Sfreplo- 
bacillus moniliformis, quelle que soit la voie d’introduction. 

Méthode de choiz : inoculation intratesticulaire. L’inoculation de 11/2a2cent. 
eubes de culture (hémocultures initiales, ou passages) provoque, en qua- 
rante-huit heures, une orchile typique, avec cedéme scrotal. Si on sacrifie 
lanimal dés ce moment, on constate la propagation fréquente de l’orchite au 
testicule opposé et une péritonite généralisée, 4 flocons purulents. La rate 
est doublée ou triplée de volume; les poumons, les reins, le foie demeurent 
habituellement iademnes. 

La médiastinite et la péricardite sont trés fréquentes. Les frottis et les 
cultures de tous les organes lésés et la culture du sang du cour mettent 
toujours en évidence le Stlreplobacillus typique. Si. on laisse évoluer la 
maladie, elle se termine ordinairement par la mort de l’animal, du troisiéme 
au sixiéme jour. » 


Or, les résultats sont différents avee la souche isolée chez 
les muridés. Nos expériences nous ont montré que pour celte 
souche cest la souris qui est animal de choix, et non le 
lapin (1). Inoculé par les voies les plus diverses, celui-ci ne 
succombe jamais, méme lorsqu’on s’efforce:d’adapter le strepto- 
bacille par des passages répétés. Le lapin ne réagit que par 
des lésions locales (orchite, arthrite ow ophtalmie purulente), 
sans que, chez lui, /a maladie se généralise et devienne mortelle. 
Citons quelques exemples a l’appui de ce qui vient d’étre 
énoncé : 


a) Inoculation intraveineuse. Lapin 84, inoculé dans les veines. Aucun trouble 
apparent. Sacrifié le soixante-treiziéme jour. Cultures négalives. 
Lapins 674H et 672H, inoculés par voie intraveineuse et sacrifiés vingt- 


(4) Nous avons essayé, sans succés, d'augmenter la virulence du Strepto- 
bacille pour le lapin, en préparant les animaux par des injections d’encre de 
Chine (blocage du systéme réticulo-endothélial), 
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quatre heures et cing jours aprés linoculation. Cultures du sang positives. 

b) Inoculation intracutanée, Lapin 89C, recoit, par voie intracutanée, 
quelques gouttes d'une culture fraiche. Il réagit par l’apparition d'un nodule 
au point d’inoculation, lequel se résorbe spontanément. Sacrifié le quatre- 
vingt-deuxiéme jour. Cultures négatives. 

c) Inoculation intrapéritonéale. Lapin 639 H, inoculé par voie intrapéritonéale. 
Aucun trouble apparent. L’animal est sacrifié le cinquitme jour. Cultures du 
sang du cceur et du péritoine : négatives. Chez un autre animal (640 H), ino- 
culé de la méme maniére et sacrifié vingt-quatre heures apres, la culture du 
sang du cceur et de l’exsudat péritonéal a donné un résultat positif. 

d) Inoculation par voie intrapleurale, méme résultat. 

e) Inoculation intraarticulaire. Lapin 940 H, recoit, par voie intraarticulaire. 
0c. c. 5 de culture fraiche. Il réagit par une arthrite, qui reste localisée. 
Sacrifié le vingt-neuvieme jour, il ne montre aucune lésion apparente; les 
cultures sont stériles. 

f) Inoculation intratesticulaire. Lapin 83 C, inoculé par voie intratesticulaire 
(0 c. c. 5 culture). Orchite intense. La ponction du testicule, pratiquée cing 
jours apres l’inoculation, fournit une cullure pure de Streptobacille. L’animal 
survit et est sacrifié le soixante-quatriéme jour. 

g) Ajoutons que si l’inoculation intracérébrale reste sans effet (les lapins 
inoculés avec la souche humaine réagissaient par une méningo-encéphalite 
mortelle), par contre, Vinjection de virus dans la chambre antérieure de Veil 
est suivie dune ophtalmie purulente non mortelle, précédée diritis. 


3° SINGES CATARRHINIENS ET ANTHROPOIDES. — La souche strepto- 
bacillaire humaine, inoculée & des Macacus cynomolgus, pro- 
voquait les troubles morbides suivants : « des deux animaux 
ulilisés, un, infecté par voie veineuse, fit seulement un peu 
de fiévre; l'autre, inoculé dans un genou, fit une arthrite avec 
gonflement et douleur (température 40°) » (Levaditi, Nicolau 
et Poincloux). 

Avec la souche isolée chez les muridés, les résultats ont été, 
& peu de chose prés, les mémes. L’inoculation intraarticulaire 
a été suivie d'une arthrite localisée, sans retentissement 
général, alors qu’habituellement l’injection intraveineuse a été 
bien supportée. Toutefois, un Macacus cynomolgus n° 137, 
infecté par voie intraveineuse, intrapéritonéale et intraarticu- 
laire, est mort apres quarante-deux heures ; les cullures des 
organes (foie, rate), du sang du ceeur, de l’articulation et de 
l’exsudat péritonéal ont été positives. Quant au Chimpanzé, sa 
réceptivité parut nuile. 

4° Plusieurs expériences ont été faites sur le cobaye, le rat 
blanc et le jeune chat. Quel que soit le mode d’infection chois1, 
il n’a 6té enregistré, chez ces animaux, qu'une arthrite localisée 
au point d'inoculation intraarticulaire. 

Annales de UInstitut Pasteur, t. XLYIJ1, n° 3, 1932. 22 
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En résumé, Vespéce animale la plus réceptive a Végard de la 
souche de Streptobacillus moniliformis ¢solée chez les muridés 
est la souris blanche. Le lapin (sujet de choix pour la souche 
humaine), se révéle comme étant nettement moins sensible que 
la sourts. 


HI. — Voies de pénétration du Streptobaci//us moniliformis. 


Nous avons réussi & transmettre la maladie en inoculant des 
cullures agées de vingt-quatre & quarante-huit heures sous da 
peau, dans la cavité péritonéale et dans la veine de la queue de 
la souris. Les résultats étaient plus fréquemment positifs 
lorsque linjection était pratiquée par voie intraveineuse ou 
intrapéritonéale ; la maladie était alors souvent mortelle et sa 
durée se trouvait, de ce fait, abrégée. Par contre, les formes 
chroniques, évoluant lentement, étaient plus fréquentes chez 
les animaux contaminés par voie sous-culanée ou intraarticu- 
laire. 

Quelques souris ont 616 inoculées dans le cerveau, d’autres 
ont 6té soumises & la contamination per os, ou par les vozes 
acriennes supérieures. Voici les résultats de ces derniers essais : 


a) Inoculation intracérébrale. Souris n° 27, inoculée dans le cerveau. 
Polyarthrite généralisée le dixiéme jour, conjonctivile. L’'animal succombe le 
quinziéme jour. Culture positive du sang du ceeur, des articulations et du 
cerveau. L’examen histologique révéle la présence de lésions de myocardite 
(absence d’altérations d@’encéphalite). 

b) Essai de contamination per os. Souris 21, regoit, par voie buccale, a 
8 reprises, des cultures fraiches de Streptobacille. Elle ne parait pas malade. 
Inoculée par voie sous-cutanée, trente-qualre jours aprés la derniére injec- 
tion, elle succombe le troisiéme jour; présence du Streptobacille dans le 
sang du coeur, les organes et les articulations. 

c) Voie nasale Souris 47, On lui instille dans le nez une goutte de culture 
fraiche, 4 9 reprises consécutives. L’animal survit cent quatre-vingt-dix-neuf 
jours sans montrer des troubles apparents. Eprouvé par voie sous-cutanée, 
il se montre réceptif. 


Ajoutons que les tentalives de transmission par inoculation 
de virus swr la peau épilée et scarifiée et dans le globe oculaire 
se sont révélées infructueuses. 

Ilen résulte que le Streptobacillus moniliformis est pathogéne 
pour la sourts blanche lorsqwon ladministre sous la peau, dans 
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le péritoine, dans la circulation sanguine, dans le cerveau ou 
dans les articulations. Par contre, il paratt inoffensif quand on 
Vintroduit dans le tube digestif, dans les narines, dans le globe 
oculaire, ow quand on le dépose sur la peau, préalablement 
scaripiee. 


VITESSE DE PENETRATION. — Il nous a semblé intéressant de 
préciser la vitesse de pénétration du Streptobacille dans l’orga- 
nisme de la souris. Pour résoudre ce probleme, nous ayons 
inoculé nos cultures sous la peau de l'extrémité de la queue, 
puis nous avons seclionné cette queue cing minutes et une 
demi-heure aprés l’inoculation. Deux animaux, ayant servi a 
cette expérience, sont morts l'un le cinquiéme jour, l'autre le 
dixiéme jour, avec présence de Streptobacilles dans le sang, 
les organes et les articulations atteintes de polyarthrite généra- 
lisée. Cet essai montre que /e Streptobacillus moniliformis 
envahit rapidement Torganisme, lorsqwil est injecté sous la peau 
de la queue de la souris (importance des blessures dans la 
transmission spontanée de la maladie; voy. page 337). 


IV. — Symptémes et altérations histopathologiques 
de la maladie expérimentale. 


Deux principales manifestations morbides caractérisent la 
maladie provoquée chez la souris par le Streptobacillus monil- 
formis: la polyarthrite et la myvcardite, dues a la localisation 
du microbe dans les articulations ou le myocarde, et aux Iésions 
quil y détermine. Ces manifestations sont précédées par un 
élat seplticémigue, lequel peut déterminer la mort avant que 
l’on puisse constater l’éclosion d’altérations articulaires ou 
myocardiques. Nous les examinerons en détail, en insistant 
sur les relations qui les raltachent aux manifestations analo- 
gues observées en pathologie humaine. 


4° Les poryarturites (1). 


66 souris ont servi & nos expériences. Le matéricl d'inocula- 
tion a été, soit des produits provenant d’animaux infectés 


(1) Levanrri, Seven et Scuory. C. R. Soc. de Biol., 103, 1930, p. 1193. 
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spontanément ou inoculés avec le Streptobacillus monalifor- 
mis, soit des cultures fraiches (vingt-quatre heures) de ce 
microorganisme. Les voies d’inoculation ont été des plus 
variées. Ainsi, dans la premiére série de 24 animaux, nous 
avons pratiqué 20 inoculations intrapéritonéales et 4 inocula- 
tions intraarticulaires. Dans la seconde série de 42 souris 
(cultures), nous avons réalisé 19 inoculations sous-cutanées, 
10 intracérébrales, 5 intraveineuses, 4 intrapéritonéales, 
3 intraarticulaires et une intradermique (face plantaire du 
membre postérieur). L’incidence des arthrites a varié suivant 
le matériel utilisé et la voie choisie pour l’inoculation. Le 
tableau ci-joint résume l’ensemble des résullats obtenus. 


Tasieau If. 
Série I. — Inoculation de matériaux virulents. 
DATE 
; aieth NOMBRE a de l’apparition INFECTION 
SSURCE DU VIRUS animaux ANTES “aes arthrites positive 
(en jours) 
Inovulation intrapéritonéale : 
SENIOR a ora pdms jg, ove « 4 4 6 2 
BOVGony ota eee Lae 0 — 0 
Raber a ae here eee 3 0 _ ih 
Gervyeaut. (eh eee 6 4 \4 2 
Pusrarticulaire seen 5 0 _— 3 
Inoculation intraarticulaire : 
Articulation triturée, ou pus 
CHROMIC Goo oad 6 4 4 4 5, 6 et 9 4 
Sérre ll. — Inoculation de cultures. 
DATE 
VOIE NOMBRE AUTRRTTRE en INFECTION 
" ati nies ee ae 
d'inoculation d’animaux p. 100 des arthrites PoSitive 
(en jours) 
Sous-cutanée ... 19 13 68 3- 7 45 
Intracérébrale . . . 10 3 30 6-10 5 
Intraveineuse ... 5 5 100 3- 5 5 
Intrapéritonéale . . 4 4 25 6 3 
Intraarticulaire 3 3 100 6- § 3 
Intradermique. . 4 | 8) 1 


Il résulte de ces données que la fréquence des arthrites est 
plus marquée lorsqu’on se sert de cultures de Streptobacillus 
moniliformis comme matériel d’inoculation, que si l'on s’adresse 
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a du sang ou a des émulsions dorganes de souris infectées 
(60 p. 100 au lieu de 10 p. 100). Par ailleurs, le mode d’inocu- 
lation influe manifestement sur l’incidence de ces arthrites. 
Ainsi, pour la série d’animaux infectés avec des cultures, on 
constate que les inoculations intraveineuses et intraarticulaires 


#2, 
ees 
gta Te 
“ae : 


STANTIN. 


Fie. 5. — Souris 2. Infeclion spontanée. Morte le vingtiéme jour. Articulation 
tibio-tarsienne. Arthrite généralisée. Fragmentation du tissu cartilagineux. 
Inflammation monocytaire et polynucléaire de la synoviale. Hémalun. 
Gross. : 70/1. 


fournissent le pourcentage de succés le plus élevé (100 p. 100) ; 
viennent ensuite, par ordre décroissant, les inoculations sous- 
culanées (68 p. 100), intracérébrales (30 p. 100) et intrapérito- 
néales (25 p. 100). Quoi qu’il en soit, on doit conclure de ces 
recherches que /es arthrites généralisées surviennent chez les 
souris inoculées avec le Streptobacillus moniliformis, guelle que 
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sou la vote choisie pour [inoculation du virus, a la condition 
que celle inoculation ait été suivie d infection. Toutefois, dans 
quelques rares cas, la seplicémie se déclare sans qu'il y ait 
apparition d’arthrites (inoculation intrapéritonéale, intracéré- 
brale et sous-cutanée; voir le tableau ci-dessus). 


Etude histopathologique des arthrites. — Il y a lieu de 


Fic. 6. — Souris 13. Inoculation intrapéritonéale. Morte le dix-seplieme jour. 
Arthrite de l’articulation tibio-tarsienne. Infiltration du tissu musculaire 
et des troncs nerveux par des monocytes et des polynucléaires. Mann. 
Gross. : 1400/1. 


distinguer deux phases dans l’évolution des arthrites, quelle 
que soit leur localisation (tarso-métalarsienne, genou, maxil- 
laire inférieur, vertébres, etc.) : une phase aigué et une phase 
chronique. 

a) Phase aigué. — La synovie est le siége d’une inflammation 
intense, constituée, en général, par des polynucléaires & 
noyaux caryolysés el par de rares lymphocytes. Un réseau de 
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fibrine emprisonne ces polynucléaires. Les éléments cellulaires 
de_la synovie sont en état de prolifération (fig. 5). Cette syno- 


Fic. 7. — Souris normale. Image radiographique. 


Fic. 8. — Souris 2 bis. Infection spontanée. Image radiographique. 
Altérations de V’arliculation tibio-tarsienne gauche. 


vite aigué se propage fréquemment aux tissus environnants. 
Dans les cas les plus avancés, on constate, en effet, une infil- 
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tration des gaines tendineuses, des petits faisceaux musculaires 
et méme de certains nerfs périphériques, dans leur trajet péri- 
articulaire (fig. 6). Ga et la, on observe des thromboses vas- 
culaires. Quoi qu'il en soit, les méthodes de coloration appro- 
priées, en particulier Zimprégnation argentique (1), permettent 


oc 


age 


L.OONSTANTIC. 


Fic. 9. — Souris 1. Infection spontanée. Sacrifiée le treizieme jour. Articu- 
lation. Histiocytes contenant des formes involutives du Stlrep/obacillus 
moniliformis. Imprégnation a l’argent. Gross. : 800/1. 


dedéceler,au milieu des foyers inflammatoires et dans les 
vaisseaux thrombosés, le Streptobacillus moniliformis ; celui-ci 
revét tous les aspects connus : petits bacilles, formes fila- 
menteuses, formes pseudo-spirillaires, massues, etc. 

b) Phase chronique. — Au dela du treizieme-vingtiéme jour, 
larthrile, devenue chronique et déformante, offre les altéra- 


(1) Méthode de Levaditi. 
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tions suivantes : quelques restes des foyers inflammatoires 
aigus & polynucléaires persistent encore, mais ils sont englobés 
dans un tissu cicatriciel et néoformatif. Une véritable coque, 
constiluée par des fibroblastes, des monocytes et des gros 
mononucléaires vacuolisés, emprisonne ces anciens foyers. Par 
ailleurs, Je tissu cartilagineux prolifére, et il en est de méme 
du périoste. Celui-ci donne naissance & des bourgeons qui sil- 
lonnent la cavilé articulaire, alors que d’autres bourgeons sont 
formés par des cellules cartilagineuses. De véritables adhé- 
rences intra-articulaires réunissent les divers éléments syno- 
viaux, osseux et cartilagineux, d’ou la déformation constatée 
cliniquement dans ces formes d’arthrite chronique (1). Le 
streptobacille est toujours présent, ainsi qu’en témoignent 
les cultures positives, de méme que l’existence de formes 
involutives, surtout dans le cytoplasme des gros mononu- 
cléaires (fig. 9). 

Conclusions. — Le Streptobacillus moniliformis provogue, 
chez la souris, des polyarthrites aigués ou chroniques, le plus 
souvent généralisées, et apparaissant apres [inoculation des cul- 
fures sous la peau, dans les veines, dans le cerveau ou dans 
Varticulation. Les altérations microscopiques constatées ne dif- 
ferent pas de celles que lon observe dans les arthrites infec- 
lieuses aiguis ou chroniques de Vhomme. 


2° LES ENDO-MYOCARDITES (2). 


Parmi les analogies entre la streptobacillose des muridés ct 
certains rhumatismes infectieux humains, la fréquence des 
myocardites est asignaler, au méme titre que celle des arthrites. 
Crest & la description de ces myocardites que nous désirons 
consacrer le présent paragraphe. 


FREQUENCE DES MYOCARDITES ET CONDITIONS OU ELLES APPARAISSENT. 
— Plus de 50 examens microscopiques du cour ont été prati- 
qués; ils ont révélé la présence de lésions myocardiques dans 
73 p. 100 des cas. Les myocardites streptobacillaires sont donc 


(1) Ges déformations apparaissent assez nettement sur les clichés radiogra- 


phiques (fig. 7 et 8). 7 
(2) Levapirt, Serere et Scnorn. C. R. Soc. de Biol., 103, 1930, p. 463. 
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d'une fréquence extréme. Elles apparaissent aussi bien chez les 
souris inoculées avec le névraxe, le sang ou le liquide articu- 
laire d’autres animaux infectés spontanément ou expérimenta- 
lement, que chez les muridés inoculés avec des cultures. Le 
mode d’incculation ne semble pas jouer un réle important, les 
altérations myocardiques existant indifféremment chez des 
souris & streptobacillose spontanée, ou infectées par voie intra- 


ahs 
NSTANTIN. 


600 YIRSS 


Fic. 10. — Souris 13 (voy. fig. 12). Foyer de myocardile. Nécrobicse des 
myocytes et infiltration par des polynucléaires caryolysés. Hémalun. 
Gross. : 600/1. 


péritonéale, sous-cutanée, intraarticulaire ou intracérébrale. 
Elles peuvent étre précoces (souris mortes du quatritme au 
cinquiéme jour), ou tardives (animaux sacriliés ou ayant suc- 
combé du quinziéme au vingtiéme jour). Dans tous les cas, 
l'examen bactériologique met en évidence la présence du Sérep- 
tobacillus moniliformis dans le sang, le pus articulaire et la 
plupart des organes (foie, rate, cerveau, rein), 
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Etude histopathologique des nodules myocardiques. — Fré- 
quemment la myocardite streptobacillaire se traduit macros- 
copiquement par des taches blanc grisaire ou jaunatres, intéres- 
sant soit l’apex, soil les faces antérieures ou poslérieures du myo- 
carde. Microscopiquement, il ya lieu de distinguer les Iésions 
des fibres musculaires, du tissu conjonctif et des vaisseaux. 

Fibres musculaires. — Les fibres cardiaques situées au centre 


-COCONSTANTIN, 


Fie. 14. — Souris 40. Inoculation intraarticulaire. Morte le dix-sepliéme jour. 
Myocardite aigué inflammatoire et dégénérative. Hémalun. Gross. : 90/1. 


des foyers myocardiques sont profondément altérées. Leur 
striation transversale est effacée, les noyaux du sarcoléme ont 
perdu toute affinité colorante; la plupart d’entre elles sont 
atteintes de dégéuérescence vitreuse ou hyaline (fig. 10). A 
la périphérie, on assisle, au contraire, & des phénomenes réac- 
tionnels, se traduisant par une hypertrophie des noyaux, voire 
méme par une prolifération nucléaire indiquant une certaine 
tendance a la régénérescence des fibres cardiaques. 
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Tissu interstitiel. — Les altérations des travées conjonctives 
sont, A la fois, transsudatives et diapédétiques : d'une part, 
transsudation séro-fibrineuse et cedéme de ces travées, d’autre 
part diapédése polynucléaire intense, avec caryolyse des noyaux 
(fig. 11). Lorsque la Iésion revét une allure subaigué, on 
constate, ala périphérie du nodule, une accumulation de lym- 
phocytes et de monocytes 4 noyaux lobés (fig. 12). 

Systéme vasculaire. — Les vaisseaux, tout particuliérement 


.©. CONSTANTIN 


Fic. 12. — Souris 13. Inocvlation intrapéritonéale. Morte le dix-septi¢me 
jour. Foyer de myocardite. Dégérescence hyaline des fibres musculaires 
du myocarde. Unna. Gross. : 170/I. 


les artérioles, sont atteints de thrombose et de lésions destruc- 
tives intéressant leurs parois. La lumiére vasculaire est obstruée 
par des caillots fibrino-leucocytaires, l’?néima montre des solu- 
tions de continuilé, la tunique moyenne et les travées élastiques 
sont partiellement détruites. Le vaisseau est entouré de leuco- 
cytes a noyanx polymorphes et de petits foyers hémorragiques. 

Topographic, genése et évolution. — Les nodules myocar- 
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diques ont pour sidge l’apex, le ceeur gauche et surtout les 
piliers valvulaires. Rarement, on en rencontre au niveau des 
oreillettes. Voici comment on doit envisager leur genése : au 
début, et dans les formes suraiguiés, ce qui prédomine ce sont 
les embolies microbiennes intracapillaires, au contact méme 
des fibres musculaires (fig. 13). Le Séreptobacillus moniliformis 
pullule tout contre la paroi endothéliale de ces capillaires 


700 j © GONSTAN TIN: 


‘ 


Fie. 43. — Sours 17. Inoculation intraarticulaire. Morte le neuviéme jour. 
Myocarde. Embolie microbienne intravasculaire. Infiltration par des polynu- 
cléaires. Unna. Gross. : 700/1. 


(imprégnation 4 largent) {1|. Ultérieurement, on constate des 
thrombus microbiens, soit dans les mémes capillaires, soit dans 
les petits vaisseaux. Puis, on assiste 4 la contamination bacté- 
rienne du tissu conjonctif interstitiel et des fibres cardiaques. 
Le germe pénétre alors dans le sarcoplasme de ces fibres, y 


(1) Ce fait implique une affinité élective du Streptobacillus moniliformis 
pour les endothéliums des capillaires myocardiques. 
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pullule et forme de véritables kystes microbiens intramuscu- 
laires (fig. 14). a 
Du point de vue cytologique, la myocardite streptobacillaire 
évolue en deux phases : une premiére phase aigué, exsuda- 
live et diapédétique, accompagnée de dégénérescence hyaline 
et yilreuse des fibres myocardiques, et une seconde phase 
réactionnelle, éminemment monocytaire et proliférative (fig. 15). 


Fic. 44. — Souris 13 (voy. fig. 12). Pénétration du Streptobacille 
dans les fibres musculaires et tendance 4 lenkystement. Unna. Gross. : 800/1. 


Parfois ces deux phases se rencontrent simultanément dans 
le méme myocarde. 


Resumé. — Il s'agit, en somme, d’une myocardite aigué ou 
subaigueé, provoquée par le Streptobacillus moniliformis, com- 
plication fréquente de la polyarthrite infectieuse de la souris. 
Cette myocarJite est & rapprocher des myocardites infeclieuses 
de (homme, en particulier des myocardites typhique et rhuma- 
lismale aigué. La ressemblance avec ces types d’altérations 
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myocardiques humaines réside, d’abord, dans le mécanisme de 
leur genése. Si, chez l’homme, « il faut envisager les diffé- 
rentes altérations anatomo-pathologiques comme des moda- 
lités d’un méme processus frappant, & des degrés variables et 
suivant une évolution irréguliére, le tissu musculaire et 1’élé- 
ment conjonctivo-vasculaire » [Laubry et Walser (1)], il n’en 


Pio. 45. — Souris 55. Inoculation intracérébrale. Morte le quatorziéme jour. 
Foyer de myocardite chronique monocytaire. Streptobacilles (formes fila- 
menteuses et pseudo-spirillaires) dans le foyer myocardique et entre les 
fibres musculaires. Imprégnation 4 Vargent. Gross. : 600/1. 


est pas autrement chez la souris. Ensuite, la méme ressem- 
blance apparait, si lon compare certains de nos foyers myocar- 
diques, aux nodules rhumatismaux d’Aschoff et Tawara (2), si 
bien étudiés en France par Letulle, Bezangon et M.-P. Weil (3) : 


(1) Lausry et Watser. Nouveau Traile de pathologie inlerne, 3, 1930, p. 557. 

(2) Ascnore et Tawara. Die heutige Lehre von dem pathul.-anal. Grnndlagen 
der Herzschwdche. Iéna, 1906. 

(3) Letutte, Bezancon et M.-P. Wet. Annales de Médecine, 19, 1926, p. 117. 
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méme disposition en ilots, méme topographie périvasculaire, 
. js ’ L 

méme structure cylologique, surtout lorsqu’il s’agit de foyers 

ayant évolué d'une maniére suraigué chez la souris. 


la . Q ’ 
Enpocarpire. — Ces altérations myocardiques s accompa- 
enent, assez iréquemment, de lésions de l’endocarde et du 


kes 


en 


Fic. 46. — Souris 3. Inoculation intraveineuse. Morte le cinquiéme jour. 
Petit foyer dendocardite végétante. Imprégnation argentique. Gross. : 700/1. 


péricarde. Il s'agit de pelits foyers inflammatoires, dont la 
constitution cytologique varie suivant l’évolution aigué ou 
chronique du processus infectieux. Les polynucléaires, dans 
les formes rapides, les mononucléaires, dans le type 4 marche 
plus lente, forment des nodules qui envahissent les piliers 
ventriculaires, se dirigeant vers les insertions des valvules. 
Il se produit, de la sorte, de petites végétations microscopiques, 


LE RHUMATISME INFECTIEUX SPONTANE DE LA SOURIS 333 


lesquelles proéminent & la surface de l'endocarde et engen- 
drent une desquamation des endothéliums. (a et 1a, on cons- 


tate des minuscules solutions de continuité (ulcérations endo- 
cardiques) [fig. 16). 


La péricaroite, plus rare, se traduit par une exsudation séro- 
fibrineuse et une diapédése des polynucléaires, contenant des 


Boo 
T 


Fic, 17, — Souris 20. Inoculation intrapéritonéale. Morte aprés vingt-quatre 
heures. Pullulation du Streptobacille dans un vaisseau hépatique au contact 
des leucocytes. Unna. Gross. : 800/1. 


streptobacilles; ceux-ci peuvent étre mis en évidence par 
examen direct, ou par cullure. 

Parfois, il nous a été donné d’observer une cyanose des 
exlrémilés et de la queue, témoin |’expérience suivante : 


Souris 61, inoculée par voie sous-culanée. Le quatrieme jour, on constate 
une cyanose de la queue et des quatre extrémités, de la conjonctivite et 
des hémorragies nasales. Morte le cinquiéme jour. Ala nécropsie, on observe 
des foyers multiples de myocardite. Les cullures du sang du cceur et des 


Annales de l'Institut Pasteur, t. XLYIIT, n® 3, 1982. 23 


334 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


organes sont positives. L’examen hislologique révele des altéralions de myo- 
cardite diffuse (avec présence du Séreptobacillus moniliformis) et darthrite 
aigué. L’inflammation du tissu conjonctif péri-articulaire se propage dans 
les gaines tendineuses et dans les muscles, oti l'on constate des lésions de 
myosite et des embolies microbiennes. 


Cette expérience et les données microscopiques qu elle com- 
porte prouvent que da cyanose des extrémités et de la queue 
est altribuable aux altérations du myocarde et aux emboltes 
capillaires du tissu conjonctif sous-cutané (1). 

Les lésions constatées chez le dapin noffrent rien de carac- 
téristique. L’orcuite provoquée par Vinoculation du virus dans 
le testicule est constituée, au centre, par une accumulation de 
polynucléaires, en grande partie caryolysés et, a la périphérie, 
par des monocytes & disposition périvasculaire. Ce processus 
inflammatoire déclenche un arrét de la spermatogénése. 


V. — Conservation du Streptobacil/us moniliformis 
chez les souris atteintes d’arthrite infectieuse 
(microbisme latent). 


Au cours de nos expériences, nous avons été frappés par la 
chronicité de la maladie streptobacillaire expérimentale, et par 
la longue durée de conservation du Streptobacillus moniliformis 
dans l’organisme de la souris. Le rhumatisme infectieux spon- 
lané des muridés peut donc revétir l’aspect d'un véritable 
rhumatisme chronique déformant, dont la ressemblance avec 
vcertaines affections articulaires humaines est des plus saisis- 
santes. L’analogie est d’autant plus évidente que la maladie 
de la souris peut réczdiver, des attaques aigués pouvant suc- 
céder & des périodes ot le processus offre une allure chronique, 
pour ainsi dire stabilisée. Voici quelques expériences venant 
& Tappui de ces affirmations : 


Souris 47, inoculée dans lVarliculation tarsienne droite postérieure, avec du 
liquide articulaire virulent provenant de la souris 18. Arthrites @énéralisées 
le quatriéme jour. Ces arthrites s'accompagnent d’alopécie de la téte. Elles 
persistent le quatre-vingt-deuxiéme jour, date de Ja mort de lanimal. 


(1) Nous avons constaté chez certaines de nos souris des alopécies de la 
téte (Souris 41, p. 334). 
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L'examen histologique révéle des lésions de myocardite, de néphrite intersti- 
lielle et de polyarthrite. Les altérations articulaires ont un caractere chro- 
nique ; elles sont riches en fibroblastes et contiennent des Streptobacilles 
déformés. Les cultures de larticulation sont positives. 

Souris 166, inoculée par voie sous-cuéanée avec une culture vieille de dix 
jours. Polyarthrite ayant débuté le septitme jour. Morte le cent septiéme 
jour. Cultures positives du sang du cceur, des articulations, du foie et de 
la rate. 

Souris 75, inoculée par voie in/raveineuse, avec une culture streptobacil- 
laire fraiche. Polyarthrites ayant débulé le cinquiéme jour. Ces polyarthrites 
sont suivies de déformations arliculaires, lesquelles finissent par guérir. 
L’animal meurt le cent quatre-vingt-neuviéme jour. Les cultures du sang 
du cceur, du foie et de la rate sont positives. 


' Ces expériences prouvent que méme cent quatre-vingt-neu, 
jours apres [inoculation le Streptobacillus moniliformis peut 
etre présent dans lorganisme de souris atteintes de polyarthrite 
infectieuse. Les cultures le révélent dans le sang du coeur, les 
organes et les articulations. L’examen microscopique monire 
que le microbe peut revétir l’aspect de germes déformés, gra- 
nuleux, la plupart inclus dans les macrophages (principalement 
au niveau des articulations). I] s’agit de formes de résistance 
(fig. 9), capables d’assurer la vie latente du virus, lequel, pour 
des raisons qui nous échappent, peut entrer brusquement dans 
une phase de pullulation active. Des poussées septicémiques 
s’ensuivent, occasionnant la mort de l’animal, généralement 
par myocardite aigué, ce qui constitue une analogie de plus 
entre ia maladie expérimentale et le rhumatisme infectieux 
humain (rhumatisme polyarticulaire, type Bouillaud). 


Vl. — Elimination du Streptobaci//us moniliformis 
par l'urine. Mode de contamination. 


Afin de préciser le mode de propagation spontanée de la 
polyarthrite streptobacillaire, nous avons étudié I’élimination 
du Streptobacillus moniliformis par Vurine chez les souris en 
proie & une infection aigué. Ces essais nous ont montré qu’il 
est parfois possible de déceler ce microorganisme dans I'urine, 
soit par examen direct, soit au moyen de cultures. Toutefois, 
le probléme est rendu complexe du fuit des associations micro- 
biennes qui, dans l’urine, peuvent masquer la présence du 
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streptobaville. Voici, cependant, une expérience nous ayant 
fourni des résultats nettement démonstratifs : 


Souris 59, inoculée avec une culture fraiche, par voie intraveineuse. 
Arthrites généralisées le quatriéme jour. Malade le dixiéme jour, elle est 
sacrifiée. Cultures pures du sang du coeur et de tous les organes. L’urine, 
recueillie par ponction vésicale, fournit une culture pure et typique de Strep- 
tobacille (aspect fusiforme). Cette culture est inoculée aux souris 8! et 82, 
lesquelles réagissent par des polyarthrites généralisées et meurent, la pre- 
miére le cinquante-quatri¢me jour (arthrite déformante, culture positive de 
la rate), la seconde le dix-septiéme jour (culture positive de l’articulation 
malade). 


Le Streptobacillus moniliformis peut done s’éliminer par 
lurine. Cette constatation nous a. permis de préciser le mode 
de contamination spontanée de la maladie chez les muridés. 


MobeE DE CONTAMINATION DE LA POLYARIHRITE INFECTIEUSE 
CHEZ LA SOURIS [EN COLLABORATION Avec M. Detorme (1)]. 


Le mode de transmission spontanée du rhumatisme polyarti- 
culaire infectieux de la souris a été précisé par les expériences 
suivantes : 


Expériences : 4 souris : 243 A, 24tA, 246A et 279, mises en cohabitation, 
& Vobscurilé, avec des souris présentant des polyarthrites, sont mortes 
respectivement aprés trente-cing, vingt-sept, vingt-neuf et neuf jours, les 
deux premitres avec des symptomes de polyarthrite, les deux derniéres sans 
lésions articulaires. Chez ces 4 souris, 'hémoculture a confirmé ou révélé 
Vinvasion de lVorganisme par le Slreplobacillus moniliformis. 

Protocole : A) Le 21 janvier 1934, les souris 243A el 244A sont placées 
dans une chambre obscure, dans le méme bocal que les souris 243, 244, 245 
et 246. Le 3 février, celles-ci sont inoculées avec le streptobacille et meurent 
dinfection streptobacillaire les 12 février, 26 mars, 20 février et 146 mars. 

Observation de la souris 243 A, contaminée spontanément. — Le 26 février : 
premiers sympltémes de polyarthrite. 9 mars : arthrite du carpe droit et des 
deux tarses, avec symptomes dinfection générale. 10 mars : mort. Hémo- 
culture et culture du pus articulaire : positives. 

Observation de la souris 244 A (idem). — 26 février : premicrs symptomes 
de polyarthrite. 2 mars : polyarthrite des deux carpes et des deux tarses. 
Mort. Hémoculture, culture du pus articulaire et culture de la pulpe splé- 
nique : positives. 

B) Le 27 février, on place dans le méme bocal, contenant encore les 
souris 244, 246, 243 A et 244A, les souris 245 A et 246 A. 

Ala date du 45 mai, la souris 245A ne présente aucun symptome dinfec- 
tion streplobacillaire. 


(1) Levapiri, Sersis et Dstorme. C. R. Soc, de Biol., 107, 1931, p. 301. 
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Observation de la souris 246 A, contaminée sponlanémenl. — 25 mars : symp- 
tomes dinfection générale, sans localisations articulaires. 28 mars : mort. 
L’hémoculture renferme le Streptobacille. 

C) Le 10 mars, dans le bocal contenant les souris 244, 245 A, 246A encore 
indemnes, et les souris 246 et 243 A, alteintes de polyarthrite, on place les 
souris 279 et 280. 

Observation de la souris 279, contaminée spontanément. — Pas de polyerthrite ; 
morte le 19 mars, avee des symptémes d’infecltion générale. L’hémoculture 
et la culture de pulpe splénique renferment le Streptobacille. 


Ces observations montrent que Je rhumatisme infectivua 
polyarticulaire de la souris peut se transmettre d'animal malade 
a animal sain, par simple cohabitation dans le méme bocal, a 
Pobscurité (1). La maladie contractée par contact se traduit soit 
par des polyarthrites multiples, soit par la forme septicé- 
mique streptobacillaire. L’incubation a été de neuf et de vingt- 
six jours (forme septicémique), et de vingt-trois jours (forme 
polyarthritique. 

De quelle maniére cette transmission s’opére-t-elle? Les faits 
suivants paraissent démontrer la possibilité d’au moins deux 
modes de contamination : par morsure et par souillure avec de 
Purine, laquelle, comme nous l’avons déja montré antérieu- 
rement (voy. page 335), peut, chez les animaux malades, con- 
tenir le Streplobacillus moniliformis. En effet, d'une part, nous 
avons relevé chez une souris 321, morte trois jours aprés l’ino- 
culation, par voie sous-culanée,d’une culture de Streptobacilles 
(inoculation immédiatement suivie d'une immersion de trois 
minutes dans l’eau froide), des symptémes et des lésions 
dictére et de néphrite avec hémoglobinurie. L’urine de cette 
souris a fourni en bouillon-sérum une culture pure de Strepto- 
bacille, lequel s'est montré trés virulent. En effet, des 4 souris 
inoculées avec cette culture, le 7 mai, l’une est morte de septi- 
cémie en six jours, 2 souris ont présenté, dans le méme délai, 
des symptomes de polyarthrite, et la quatriéme était encore 
indemne neuf jours aprés l’inoculation. 

D'autre part, la souris 281, placée dans un bocal contenant 
deux souris atteinles de polyarthrite streptobacillaire, a pré- 
senté, aprés quarante-huil jours de cohabitation, un abcés dans 


(1) Des expériences elfectuées parallélement aux précédentes, avec des 
souris exposées A la lumiére naturelle, n’ont fourni, du moins jusqu’a pré- 
sent, que des résultats négatifs. 
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la région sous-maxillaire, dont le liquide de ponction a fourni 
une culture impure, mais riche en Streptobacilles. L’aspect de 
cet abcés, son siége, sa flore microbienne permettaient de le 
rapporter & une morsure. Rappelons qu'il est fréquent de cons- 
tater, chez les souris de passages, des abcés & Streptobacilles 
au point d inoculation. 

Conclusions. — L’ensemble de nos constalations nous permet 
de formuler les conclusions suivantes : 1° le rhumatisme poly- 
articulaire infecticux de la souris, provogué par le Strepto- 
bacillus moniliformis, peut se transmettre spontanément dant- 
maux malades @ sujels sains, par simple cohabitation dans le 
méme bocal maintenu a Vobscurité ; 2° la période d@incubation 
de la maladie transmise a été de neuf a vingt-six jours pour la 
forme septicémique, el de vingt-trois jours pour la forme poly- 
articulaire ; 3° la transmission semble s effectuer sorl par morsure, 
soil par souillure avec Curine de souris malades, laquelle peut 
contenir le Streptobacillus moniliformis. 


Vil. — Variations saisonniéres de la virulence 
du Straptobacilius monilitormis (1). 


Les observations concernant les variations saisonniéres de la 
virulence des microbes pathogénes sont accueillies avec un 
intérét croissant, depuis que l’on essaie de préciser les raisons 
de la périodicité, également saisonniére, de certaines maladies 
épidémiques, telle la poliomyélite. Aycock (2) et ses collabo- 
rateurs ont remarqué que la courbe saisonniére de la paralysie 
infantile se superpose & d’autres courbes établies d’aprés les 
changements saisonniers du poids de certains organes (3), de 
la teneur en iode de la glande thyroide (4), de la richesse du 
sang en phosphates chez les enfants (5), voire méme de la sen- 
sibilité du cobaye a la toxine diphtérique (6) et celle de la 


(1) Levapir1 et Seipre. C. R. Soc. Biol., 106, 1931, p. 25. 

(2) Aycock. Journ. of prevent. Med., 3, 1929, p. 245. 

(3) Brown, Pearce el Van ALLEN. Journ. of exper. Med., 44, 1926, p. 653. 

(4) Sgrpett et Fencer. Journ. of biol. Chem., 13, 1913, p. 547. 

(5) Hess et Lunpancen. Proc. Soc. exper. Biol. and Med., 19, 1921-1922, p. 380. 
(6) StnpMERSEN et GuiENny. Journ. of Hyg., 9, 1909, p. 399. 
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souris aux acétonitriles (1). L’organisme animal parait en fonc- 
tion du milieu ot il vit; or, comme ce milieu varie suivant les 
saisons, il s’ensuit logiquement que le méme organisme doit 
subir des changements se traduisant, entre autres, par des 
variations périodiques de sa réceptivité aux virus (2). Tout 
récemment encore, |’un de nous, en collaboration avec Schmutz 
et Willemin (3), a insisté sur les relations entre les variations 
de la température ambiante, de ’humidité relative de lair et 
du niveau de la nappe d’eau souterraine d’une part, la morbi- 
dité absolue de la maladie de Heine-Medin d’autre part. Ces 
phénoménes météorologiques favorisent la propagation du 
germe poliomyélitique, en modifiant la réceptivité de lorga- 
nisme humain par un mécanisme que nous ignorons encore, 
mais que l'on pourrait certainement préciser, si l'on étudiait 
méthodiquement influence de la lumiére, des rayons ultra- 
violets, de Vhumidité, de la carence ou de lhypervitaminose 
sur les organismes réceptifs. D’ailleurs, des cliniciens avertis 
ont déja insisté sur le rdle joué par la carence solaire dans la 
périodicité saisonniére de certaines maladies contagieuses. 
Ainsi, Woringer (4) divise les infections épidémiques en deux 
groupes : les Aé/iophiles (type poliomyélite) et les héliophobes 
(type grippe). 

Nous avuns enregistré, au cours de l’année 1930, des fails 
démontrant les variations saisonniéres de la virulence du Strepio- 
bacillus moniliformis. Les voici : 

Depuis son isolement (9 décembre 1929) jusqu’a présent, 
(janvier 1934), le Streptobacillus moniliformis a été entretenu 
en culture sur bouillon-sérum de cheval et inoculé, aussi 
réguligrement que possible, & des souris, de maniére a con- 
server intacle sa virulence. Or, vers la mi-janvier 1930, cette 
virulence a subi des modifications qui se sont déclarées sans 
que nous ayons modifié d’une maniére appréciable notre tech- 
nique. Alors qu’en décembre les cultures inoculées a des souris, 
de la méme provenance, provoquaient tréquemment des 
arthrites généralisées, les mémes cultures, inoculées a partir 


(1) Honr. Hyg. Lab. Bult., 37, 1907. 

(2) Levapiti et Liipine. C. R. dela Soc. de Biol., 104, 1930, p. 175. 

(3) Levavitt, Scamutz et Witremin. Bull. de UAcad. de Méd., 104, 1930, p. 505. 
(4) Wortncen. Rev. france. de Pédiatrie, 2, 1926, ). 164. 
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de janvier, ont déterminé la mort des animaux par septicémic 
et n’occasionnaient que racement des lésions articulaires. Ainsi, 
en mars, 75 p. 100 des.souris inoculées succombaient avant ib 
sixiéme jour, sans présenter d’arthrites, alors qu’en décembre 
60 p. 100 des animaux survivaient plus longtemps et présen- 
taient des accidents rhumatismaux associés 4 la myocardite 
aigué ou chronique. 

Nous avons pensé, au premier abord, qu'il s’agissait 1a d'une 


| Dec. Uany.| Fev. |\Mars BREE Mat ame 


> 
Pourcentage 


Total 
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Souris 


Course 4. 


Pourcentage des inoculations positives. 
RE Be 3 Pourcentage des cas d’arthrite. 
a---- Pourcentage des souris mortes de seplicémie avant le sixiéme jour. 


exagération de la virulence de Streptobacillus monutformis, due 
aux passages répétés sur l’organisme de la souris. Ce qui s’est 
passé par la suite n’a pas Tone: cette hypothése. En effet, 
une véritable «inversion» du phénoméne s'est produite a partir 
de la mi-avril, inversion une a persisté pendant quelques mois. 
Elle a consisté en ce fait qu’a partir de cetle date la fréquence 
des arthrites a augmenté au fur et 4 mesure que le nombre 
des cas de mort précoce par septicémie est revenu a ce qu’il 
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était en décembre 1930. Les courbes ci-contre rendent comple 
de celle variation de la virulence du Streptobacillus monili- 
formis (courbe 1). 

Nous avons recherché quelles pouvaient étre les raisons de 
ce changement de la réceptivité d’animaux vivant dans des con- 
ditions apparemment identiques. Nos recherches ont abouti a 
cette conclusion que seule une variation saisonniére de la sen- 
sibilité de Vorganisme de la souris fournit une explication 
plausible du phénoméne décrit ci-dessus. Nous continuons nos 
observations, afin de voir si, au printemps prochain, ce phé- 
noméne se reproduira. Quoi qu'il en soit, on ne peut s empécher, 
devant de telles constatations, de faire le rapprochement entre 
la périodicité saisonniére des arthrites et des myocardites pro- 
voquées par le Streptobacillus moniliformis chez la souris, et le 
caractére, également périodique, du rhumatisme articulaire 
aigu de [homme (maximum en mars-avril-mai; renscigne- 
ment fourni par M. Grenet). 

Conclusions. — Il a été constaté une variation de la virulence 
du Streptobacillus moniliformis (agent pathogéene de Carthrite 
infectieuse de la sourts), variation offrant un caractére neitement 
saisonnier et se traduisant : 1° par une fréquence maxima des 
arthrites en mai, et 2° par une fréquence maxima des formes sep- 
ticémigues exemptes de localisation articulaire en mars (i). 


VU. — Immunité. Vaccination. 


a) IMMUNITE NATUKELLE. — Certaines sourts paraissent bénéficier 
dun état réfractaire naturel, bien qu’elles proviennent des 
mémes élevages que les animaux réceptils de la méme espéce. 
Voici de quelle maniére se traduit cette immunité spontanée : 
une souris est inoculée par voie sous-cutanée ou intraveineuse, 
en méme temps que plusieurs de ses congénéres, mais alors 
que celles-ci réagissent par la forme septicémique ou polyarthri- 
lique de la maladie la souris réfractaire conserve l’apparence 


(1) Il est intéressant de remarquer que le sujet atteint d’érythéme poly- 
morphe, chez lequel nous avons isolé, pour la premiére fois, le S/replobacillus 
moniliformis et qui était atteint de septicémie, est tombé malade au mois de 


mars également. 
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d'un animal bien portant. Réinoculée & plusieurs reprises avec 
des cultures reconnues virulentes, elle résiste parfaitement. 
Kn voici deux exemples : 


Souris 27, inoculée le 27 décembre 1929 par voie sous-cutanée. Aucune réac- 
tion. Deux autres inoculations, effectuées par la méme voie, le 19 janvier 1930 
et 26 mai de la méme année, restent sans effet. L’animal est mort dix jours 
apres la derniére injection. Cultures négalives. Souris 94, inoculée par voie 
sous-cutanée, 4’ trois reprises (le 28 janvier 1930, le 15 mai et le 26 juin). 
Aucune réaction. Morte aprés cent soixante-cing jours. Cultures négatives. 
Examen histologique : absence de lésions d’arthrite ou de myocardite. 


6) Ivmexrré acguise. — I] nous a été possible de vacciner 
des souris réceptives par des injections répétées de cultures 
streptobacillaires préalablement chauffées & 60°. Ces injections 
ont &té praliquées par voie sous-cutanée. Les résultats de ces 
essais sont consignés dans le tableau suivant : 


Tasueau IT. 
| NOMBRE EP! EUVE DATE eee 
SOURIS | d injections yoie ae REACTION de la 

sous- cutanées (en jours) acca 

| 

Oe 

} 
68 | 2) Intrayeineuse. 12 Négalive. Positif. 
70 | 2 Sous-cutanée. 13 Polyarthrite. Négatif. 
72 | 3 Sous-cutanée. 47 |Négative. Positif. 
170 3 Sous-cutanée. 49 Négative. Posilif. 
171 3 Sous-cutanée 19 Négative. Positif. 
74 2 Articulaire. 13 |Arthrite. Négatif. 
169 3 Sous-cutanée et 19 Négative, sauf ar-|Partiel. 

| articulaire. thrite au point 

d'inoculation. 


Se SS SSS = SSNS 


Ce tableau montre que parmi les sept scurts soumises & la 
vaccination par des injections sous-cutanées de cultures tuées par 
le chauffage a 60°, cing ont acquis un état réfractaire absolu ou 
partie/. Limmunité incomplete s'est manifestée, chez certains 
autres animaux, par une réceptivité exclusive de l’articulation 
(siege de l’inoculation d’épreuve), non suivie de généralisation. 

Cet état réfractaire acquis se révéle également lorsque 
Vinjection du Streptobacillus moniliformis a été pratiquée par 
voie intrapéritonéale. On peul constater, en effet, tous les 
signes d'une bactériolyse locale, rappelant le phénoméne de 
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Pfetffer. Ajoutons que chez les lapins qui survivent a la conta- 
mination par des inoculations diverses le sérum peut acquérir 
des propriétés agglutinantes dun taux assez élevé,. 


Conclusions générales. 


Liensemble de nos recherches concernant le Streptobacillus 
moniliformis, micrvorganisme isolé chez des souris atteintes de 
rhumatisme polyarticulaire infectieux, montre que I étude de la 
maladie expérimentale élucide jusqu'a un certain point [ étiologve 
et la pathogénie de certains processus similaires de [Thomme. 
Kin effet, il nous a été possible de reprodure, ches animal, la 
plupart des symptdémes et des lésions qui caractérisent les rhuma- 
fismes aigus ou chroniques humains, ainsi que leurs complica- 
tions. La triade : polyarthrite, endocardite, myocardite, a 
laquelle s’associe un état septicémique, apparail, au méme ttre, 
chez la souris et chez [Thomme, quelle que sott la voie de péné- 
tration du microbe dans U organisme. Des variations sarsonniéres 
de Vaspect clinique de la maladie expérimentale sont a rap- 
procher de la périodicité, également saisonniére, du rhumatisme 
articulaire aigu, type Bouillaud. Dou la nécessité de poursuvre 
des recherches étiologiques analogues dans le domaine, si intéres- 
sant et si peu exploré, du rhumatisme articulaire humain, 


(Institut Pasteur et Bourse Henri de Rothschild. ) 


DE L’ANTIVIRUS PNEUMOCOCCIQUE 
ET DE SON ACTION 
SUR LA VIRULENCE DU PNEUMOCOQUE 


par M. OKISCHIO, directeur de P Hopital Okischio, a Kobe. 


Un des caractéres importants des antivirus, signalé dés ses 
premiéres recherches par Besredka, est leur pouvoir d’empécher 
les germes correspondants de se développer, sans pour cela 
exercer la moindre action bactéricide. En poursuivant des expé- 
riences dans le méme ordre d’idées, plusieurs auteurs ont décrit 
des modifications morphologiques que font subir aux microbes 
les antivirus correspondants; ainsi, ila été observé que les coli- 
bacilles acquiérent une tendance & se réunir en amas; les 
bacilles typhiques, au contraire, deviennent, sous Vinfluence 
des antivirus spécifiques, moins agglutinables. 

Il était surtout intéressant de connaitre comment se comporte 
la virulence des microbes mise en présence de leur antivirus. I] 
existe déja & cet égard des recherches faites par les professeurs 
Ohba et Takekawa; ces auteurs ont montré que les staphylo- 
coques pathogénes, laissés pendant quelque temps en contact 
avec |’antivirus spécifique, se transforment en saprophytes. 
Nous nous sommes proposé de voir, & notre tour, si une perte 
de pouvoir pathogéne analogue s’observe également pour 
d’autres microbes. Nos recherches ont porté sur le pneumo- 
coque du type [et lantivirus correspondant, préparé d’aprés 
le procédé de Besredka : la culture en bouillon glucosé fut 
laissée pendant deux semaines a létuve, puis filtrée; le filtrat 
fut réensemencé, laissé pendant une semaine a |’étuve, puis & 
nouveau filtré; dans ce second fillrat, le pneumocoque ne 
poussait plus. Avec cet antivirus et le pneumocoque correspon- 
dant, ila été fait quatre sortes d’expériences. 
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Expérrence 1. — Quatre cultures de vingt-quatre heures sur gélose addi- 
tionnée de 10 p. 100 de sang de chévre ont été traitées de Ja facon suivante : 
dans une des cultures devant servir de controle, on ajouta 10 c. c. de bouillon 
glucosé et on la laissa a I’étuve pendant six heures; les trois autres cul- 
tures furent mises en contact avec 10 c. c. dantivirus pneumococcique 
pendant six heures, trois heures et une heure; aprés quoi, les quatre cul- 
tures furent diluées dans de l'eau physiologique et injectées a des souris 
aux doses de 1/50.000 et de 1/100.000 de c. c. 


TAsLeau I. 


DUREE DE CONTACT AVEC L’ ANTIVIRUS TEMOIN 
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Dose minima mortelle : 1/100.000 de culture. 


Il résulte du tableau I que les deux souris ayant regu le virus pneumococ- 
cique provenant de la culture de controle sont mortes dans les vingt-quatre 
heures; toutes les autres souris, inoculées avec du virus ayant été en con- 
tact avec de l’antivirus, ont eu des survies d’autant plus considérables que 
ce contact avait été plus long. 


Expeérrence HW. — Trois cultures de pneumocoque de vingt-quatre heures sur 
eélose inclinée sont additionnées de 10 c. c. de bouillon glucosé et laissées a 
I'étuve pendant six heures, trois heures et une heure; trois autres cultures 
semblables sont additionnées de 10 c. c. d’antivirus et laissées également 
a l'étuve pendant six heures, trois heures et une heure. Les microbes sont 
ensuite émulsionnés et dilués, aprés une forte centrifugation, dans de l’eau 
physiologique; on en injecte & des souris 1/100.000 et 1/10.000 de c. c. 

Il résulte du tableau II que Ja virulence du pneumocoque addiltionné de 
bouillon glucosé augmente en raison directe de la durée du contact avec ce 
dernier: c'est linvyerse qui se produit pour le pneumocoque ayant été en 
contact avec l’antivirus : sa virulence devient d’autant plus faible que ce 
contact a été plus long. 
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Tasueau II. 


DUREE DE CONTACT DUREE DE CONTACT 
avec l’antivirus avec le bouillon glucosé 
| 
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Dose minima mortelle : 1/10.000 de culture. 


Expérrence lll. — Des cultures de pneumocoque dans du bouillon glucosé 
sont filtrées aprés un séjour a l’étuve a 37° pendant vingt-quatre heures, trois 
jours, cing jours et sept jours. Chacun de ces filtrats est ajouté, a la dose de 
10 c. c., a des cultures de pneumocoque de vingt-quatre heures sur gélose; 
on procéde de méme pour l’antivirus pneumococcique, préparé dans les con- 
ditions indiquées plus haut. Aprés trois heures de contact 4 37° avec ces 
divers filtrats, les pneumocoques sont émulsionnés, centrifugés ei dilués de 
1.000 et 5.000 fois; 1 c. c. d’émulsion au 1/5.000 tue la souris dans les vingt- 


quatre heures. 
Tasceau IIT. 
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Dose minima mortelle : 1/:.0°0 de cullure. 
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Il résulte du tableau I que le contact avec le filtrat de ving!-quatre heures 
n'a aucune action sur la virulence : le pneumocoque demeure aussi virulent 
que celui de la culture témoin. Pour ce qui est des pneumocoques ayant été 
en contact avec des filtrats de trois jours, de cing jours et de sept jours, leur 
virulence est d’autant plus atténuée que les cultures filtrées avec lesquelles 
on les a mis en contact étaient plus dgées; ainsi, le contact, pendant trois 
heures, avec la culture filtrée de sept jours a suffi pour rendre inoffensive la 
dose minima mortelle. Notons que le contact pendant le méme temps avec 
Vantivirus a atténué la virulence du pneumocoque au point de jermettre a 
la souris de survivre a 5 doses mortelles. 


Expértence [V. — Quatre cultures de pneumocoques agées de vingt quatre 
heures sur gélose sont additionnées d'antivirus pneumococciques (10 c. c.), 
dantivirus staphylococcique (40 c. ¢.), d’antivirus streptococcique (10 c¢. c.) 
et de bouillon ordinaire (10 c. c.). Ces mélanges sont laissés a l’étuve a 37° 
pendant six heures, aprés quoi les microbes sont émulsionnés, centrifugés et 
dilués dans de l'eau physiologique; 1/5.000 de cette dilution représente une 
dose mortelle pour la souris. 

Tasieau IV. 


EFFET DU CONTACT DES PNEUMOCOQUES AVEC 
ae Be DEMOIN 
antivirus antivirus antivirus 
staphylococ- slreptococ- pnheumococ- 
ciques ciques ciques 
Soar | sk stl Wena me oats 
Dilutions|s-s ee Vis eS = ne 3 iS = 6 
Survie en heures : 
dee eax = cs 
24 st = = ar 
36. +> ae Ss = 
48. ate 2 2 
60. “ = 
Doe a feet 2 Z 
5G go ee eases | 


Dose minima mortelle : 1/5.000 de culture. 


ll résulte du tableau 1V que les souris qui ont recu des pneumocoques 
ayant été en contact avec des antivirus hétérogénes, staphylococcique et 
streplococcique, ont eu sur les témoins une trés légére survie; seules, ont 
survécu d’une facon définitive les souris ayant recu des pneumocoques ayanl 
été en contact avec l’antivirus correspondant. 


CONCLUSIONS. 


Les cultures filtrées de pneumocoques, mises en contact avec 
ce méme germe, exercent sur ce dernier une action atténuante ; 
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cette action est d’autant plus manifeste que les cultures sont 
plus agées. 

Le maximum du pouvoir atténuant-appartient 4 l’antivirus 
pneumococcique; ce pouvoir est manifeste aprés trois heures 
et, mieux encore, apres six heures de contact a 37°. 

Le pouvoir atténuant de l’antivirus pneumococcique est 


spécifique. 


ESSAI DE CLASSIFICATION, SELON LEUR ACTION 
SUR LES TYPES S ET R, DES BACTERIOPHAGES ACTIFS 
POUR LE BACILLE DE HISS 


pave 125 IDNBINNAS), 


(Travail du laboratoire du professeur A, Lemaire. 
Université de Louvain.) 


Le présent travail a pour objet Véltude des relations existant 
entre les mutations bactériennes (S et R) et la susceptibilité du 
bacille de Hiss a la lyse transmissible. 

D’Hérelle dans sa inonographie et ses diverses publications 
a affirmé I’« unicité » du bactériophage, leque! par adaptation 
peut acquérir des virulences variables d’une souche a l’autre ; 
tandis que Gratia observe que les bactériophages du staphylo- 
coque et du B. colt doivent étre considérés comme des entités 
distinctes, étant donné qu'il est impossible d’adapter le bacté- 
riophage du staphylocoque au B. coli et vice versa. 

D’autre part, Bruynoghe [4] et ses éleéves ont démontré par 
une série de recherches que des bactériophages actifs pour un 
microbe donné pouvaient étre distincts au point qu’on devait 
admetire la pluralité des principes. Cette notion fut dans la 
suite confirmée par la plupart des auteurs, particuliérement 
par Gratia |2) pour les staphylocoques. 

Bail /3] en 1922 note l’existence de bactériophages a grandes, 
moyennes et petites plages; 4 ces variations dans les grandeurs 
des plages correspondent des différences dans l’action de ces 
principes sur les microbes sensibles. Le bactériophage a petites 
plages est stable. Au contraire, celui & grandes plages en régé- 
nére de grandes et de petites, malgré de nombreux essais de 
purification. . 

Watanabé 4] a montré que ces principes a plages de gran- 
deur différente se distinguent au point de vue de leurs pro- 


4 
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priétés antigones, Ashchow [5], pour le bacille de Flexner, a 
confirmé l’existence de principes & grandes et a petites plages. 

En 1923, dans un important mémoire, Bail [6] insistait déja 
sur la pluralité des bactériophages et montrailt que des bacté- 
riophages anti-Shiga peuvent se distinguer entre eux par leur 
mode d’action sur gélose et en bouillon, par leur rapidité de 
régénération, leur pouvoir d’attaquer d'autres microbes et par 
la nature des cultures secondaires engendrées sous leur 
influence. La résistance de celle-ci Glant hantement spécifique, 
elle permettrait d’établir une classification des bactériophages. 
Mais ce mode de classification est d’une technique assez com- 
plexe et aménerait sans aucun doute la création d’un nombre 
illimité de types. 

Bordet ct Ciuca {7}, étudiant les conditions de régénération 
du principe actif pour le B. col, sont amenés & distinguer un 
principe « fort » et un principe « faible ». Ce dernier s’obtient 
en ajoutant & une suspension donnée de B. col la plus petite 
quantité de principe fort qui se montre active. Le principe 
régénéré dans ces condilions, quoique pouvant étre tout aussi 
concentré que le principe original, ne produit plus qu’une lyse 
partielle suivie rapidement d'un développement abondant de 
culture secondaire. Le principe fort agit aussi bien sur la 
forme S que sur la forme R du B. cof (ou, pour employer la 
terminologie de Bordet, sur le type bombé et sur le type plat). 
Le principe faible agit tres énergiquement sur le type R, beau- 
coup plus faiblement sur le type S et seulement a concentration 
élevée. Kntretenu aux dépens du type S, il se montre stable. Il 
reste « faible » malgré des passages répétés. On peut toutefois 
le transformer en principe fort en le faisant agir en concentra- 
tion élevée sur le B. colz S et en trans!érant massivement le 
mélange dans un nouveau tube alors que la lyse est en 
cours (48). 

Brutsaert [8] parvient également a transformer des principes 
faibles (obtenus soit selon Ja technique de Bordet, soit en 
traitant le principe original par le monochlorydrate de quinine) 
en principes forts. D’autre part, la distinction en principes 
forts et faibles n’est pas nette, car entre les deux extrémes 
existent tous les intermédiaires possibles (Bordet). 

Gratia et De Kruif [9] ont confirmé la découverte de Bordet. 
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Ils montrent en outre que la dissociation du principe original 
en fort et faible n’est pas due au fait que celui-ci contient un 
mélange de divers bactériophages. Il s’agit bien d’une trans~ 
formation et non d’une sélection de baclériophages différents 
déja présents comme tels avant la dissociation. Selon ces 
auteurs, les principes faibles sont stables; ils ne régénérent 
jamais de principe fort. 

Dans une étude ultérieure, Gratia [10] montre qu’a la diffé- 
rence d’énergie des principes correspondent des différences 
daus les grandeurs des plages, telles que les avaient décriles 
Bail et Ashehow : les principes faibles donnent de grandes 
plages, les principes forts en donnent de grandes ct de petites, 
ces derniéres pouvant par sélection étre obtenues et régénérées 
a l’état pur. Ainsi donc la classification de Bail et Ashehow, 
basée sur la grandeur des plages, se superpose a celle de 
Bordet établie sur la différence d’énergie des principes. Gratia 
isole en outre un B. coli S et un B. coli R et montre que le 
type S est sensible au principe & grandes plages, résistant a 
l'autre. L’inverse se vérifie pour le principe a petites plages 
Mais 4 cété de ces individus résistants, soit a l'un, soil & l’autre 
de ces principes, il y en a d’autres qui sont également sensibles 
aux deux. D’autres caractéres distinguent encore le principe a 
grandes plages de celui a petiles plages : le premier est détruit 
a 60-62°, le second seulement 4 70°. La culture secondaire 
résistante au premier est du type R et est sensible au principe 
a petite plage qui lui donne une culture secondaire formée de 
petites colonies convexes, bombées, Inisantes, donnant un 
trouble uniforme en bouillon et sensibles au principe & grande 
plage. Celui-ci, contrairement au principe a petites plages, se 
montre instable au cours de passages ultérieurs : il reproduit 
un mélange de grandes et de petites plagés. Ils sont différents 
sérologiquement, quoiqu’il existe entre eux une certaine 
parenté antigénique : le sérum anti-grandes plages neutralise 
toutes celles-ci et une partie des petites plages et vice versa 
pour le sérum anti-petites plages. En 1925, Mc Kinley [14] 
montra également que les principes forts et faibles sont diffé- 
rents anligéniquement. 

En 1924, Hadley [42], pour le bacille de Shiga, confirma 
existence de principesa grandes et & petites plages ; ce dernier 
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est stable, l'autre régénére un mélange des deux types. I] n’a 
pas rencontré de plages de grandeur intermédiaire. 

En 1928 [13), le méme auteur, en collaboration avec Dabney, 
établit les mémes faits pour un bactériophage actif pour le 
bacille paratyphique B. I] appelle le bactériophage & grandes 
plages « principe a »; celui & petites plages « principe 6 ». 
Chacun d’eux lyse réciproquement Jes cultures secondaires 
résistantes & |’autre. Le principe aest détruit par un chauflage 
de frente minutes a 63°, le principe 6 par un chauffage de érente 
minutes 75°. Le principe as’est montréstable lors des premiers 
passages, mais ultérieurementilrégénére 6 aussi bien que a, alors 
que le principe 6 ne régénére que de petites plages. Ils lysent tous 
deux aussi bien le type S que le type R, mais la zone périphé- 
rique des plages données par le principe a est différente, selon 
que ce principe agit sur l’un et l'autre de ces types. 

Hadley [14], dans un chapitre de sa trés intéressante étude 
d’ensemble sur la bactériophagie, analyse les travaux ayant 
trait aux principes forts et faibles, aux principes & grandes et & 
petiles plages, et fait ressortir les rapports trés nets existant 
entre ces caractéres et le rayon d'action de ces bactériophages 
sur les types S et R. Cette monographie, entre autres mérites, 
a celui de bien montrer la nécessité de poursuivre les études 
de la bactériophagie en tenant compte des mutations bacté- 
riennes telles qu’ Arkwright le premier les a décrites. 

Burnet [15] a étudié Vinfluence des mutations bactériennes 
(S et R) sur la sensibilité du bacille enteritidis et du bacille 
sanguinarium i une série de bactériophages. Il constate que 
certains principes ne lysent que la forme S, d'autres la forme R, 
Wautres aussi bien les formes S que R; d’autres enfin lysent 
fortement le type R et faiblement le type S. Il s’attache surtout 
a préciser les caractéres des cultures résislantes nées sous 
Vinfluence de ces différents principes et les relations existant 
entre les modifications sériques et l’acquisition de la résis- 
tance. En collaboration avec Mc Kie {46} il étend ses recherches 
aux bacilles de Flexner, pour lesquels il trouve 18 principes 
lysant la forme S et la forme R et 9 ne lysant que l'un ou 
l'autre type. Nous ne nous étendrons pas davantage sur ces 
intéressantes recherches : elles ont surtout trait & la nature de 
la résistance, question que nous ne traiterons pas dans ce tra- 
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vail, et n’insisteront pas sur la stabilité et les caractéres des 
principes actifs pour S, pour R ou pour S et R. 

Gratia [47] a isolé 17 bactériophages antistaphylococciques, 
5 sont polyvalents ; ils lysent les staphylocoques dorés, blancs, 
citrins et saprophytes, 12 sont monovyalents; ils ne lysent que 
les staphylocoques blancs. Les principes polyvalents sont lents 
a se régénérer, ne donnent guére lieu & la transformation 
vitreuse de Twort et ne reproduisent que de petites plages. Les 
principes monovalents donnent de grandes plages entourées de 
larges halos et reproduisent intensément le phénoméne de 
Twort. En plus, ces deux groupes se distinguent sérologique- 
ment : un sérum préparé avec l'un des bactériophages du _ pre- 
mier groupe neutralise complétement tous les bactériophages 
de ce groupe; il n’exerce qu’une action passagére et variable 
sur ceux du deuxiéme groupe, et réciproquement. Gratia 
conclut que sans doute ces fails sont @ rattacher au phénoméne 
de mutations bactériennes et se propose de poursuivre ses 
études dans ce sens. 


Dans ce travail nous avons voulu rechercher jusqu’a quel 
point ily a lieu d’établir une distinction nette entre les bacté- 
riophages agissant sur la forme S ou sur la forme A ou simul-- 
tanément sur les formes S et R d’un microbe donné; si, éven- 
tuellement, ces différentes catégories de bactériophage pou- 
vaienl étre transformées l’une dans l’aulre, et si, outre leur 
rayon d’aclion, d’autres particularités permettaient de les carac- 
tériser et d’en faire des groupes bien distincts. 


Microse emeroye. — Nous nous sommes servi d'un bacille 
dysentérique de Hiss provenant d'une collection de laboratoire 
et présentant tous les caractéres du type S. La forme R ful 
obtenue par passages quotidiens dans du bouillon de pH 7,8 
contenant 5 p. 100 de sérum anti-iliss actif 4 1/5.000. Lors des 
premiers passages, la culture poussait sous forme de volumi- 
neux amas compacls, difficiles a dissocier, le liquide restant 
clair. Dés le quatri¢me passage, les agglomérats élaient moins 
compacts et plus faciles & désagréger. La culture du sixiéme 
passage présentait un développement en fins grumeaux qui se 
déposaient rapidement et qui, par agilation, donnaient un 
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trouble homogene. Cet aspect devait persister dans les passages 
suivants. La culture du neuvidme passage ful repiquée sur 
eélose de fagon & donner des colonies isolées. Celles-ci, & vrai 
dire, ne présentaient pas l'aspect « rough » classique, tel que 
a décrit Arkwright [49], mais, vues par transparence, elles 
paraissaient jaunatres, alors que les colonies S sont bleutées. 
Burnet [45], derniérement, a fait la méme constalation pour 
les colonies R des bacilles du groupe enteriirdis,, Repiquées en 
bouillon, ces colonies donnent un développement en grumeaux, 
se sédimentant rapidement, de telle sorte que dés la douziéme 
heure le liquide est parfaitement clair, alors que la forme S 
donne un trouble homogéne, diffus, sams dépot. Aprés trois 
sélections successives de colonies isolées les cultures S et / 
ainsi purifiées furent repiquées sur gélose neutre et conservées 
ala température du laboratoire. 

Dans la suite, la culture de stock S fut repiquée hebdoma- 
dairement; la culture & seulement tous les mois. 

Pour toutes nos expériences, nous nous sommes servi de 
cultures jeunes (quinze heures) en bouillon légérement acide, 
ensemencées aux dépens des cultures de stock. 

(Comme Koser et Styron [20] l’ont encore constaté derniére- 
ment pour le bacille dysentérique de Sonne, un milieu légére- 
ment acide est moins favorable aux mutations spontanées 
qu'un milieu alcalin.) 


TECHNIQUE EMPLOYER 
DANS LES EXPERIENCES DE BACTERIOPHAGIE. 


Pour toules nos expériences de bactériophagie, nous nous 
sommes servi de bouillon de pH 7,8 alcalinisé au moyen d'un 
mélange de phosphates neutres et acides, tel que le recom- 
mande d’Hérelle. Tous les essais sur milieux solides furent faits 
dans des boites de Pétri sur gélose & 18 p. 1.000 coulé en 
couche épaisse (8 a 10 millimétres), 

Les cultures furent toujours faites a 30°. Sauf mention con- 
traire, dans toutes les expériences dans lesquelles il s’agissait 
de sassurerde la présence d'un bactériophage actif soit pour S, 
soit pour R, nous nous sommes servi de la méthode suivante : 
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une anse de filtrat & éprouver est déposée & la surface de la 
gélose; aprés évaporation du liquide, la gélose est ensemencée. 
d'une anse de culture jeune de Hiss S ou de liiss R diluée 
au 1/10. Nous avons, en effet, constaté maintes fois qu’un 
principe trés peu actif était facile & mettre en évidence sur 
milieu solide, alors qu’en bouillon i] pouvait passer inapercu, 
&’ moins d’entreprendre une série de passages. 

Disons dés maintenant que nous appellerons filtrats S et 
liltrats R les filtrats provenant respectivement d’une culture 
ensemencée au moyen de S ou de # et que par principe S ou 
principe # nous désignons des principes entretenus soit aux 
dépens du type S, soit aux dépens du type R. 


CHAPITRE PREMIER 


IsoLeMENT DES BacTéRIOPHAGES. — Neuf échantillons de fumier, 
numérotés de VII & XV, furent répartis séparément en deux 
séries de tubes contenant chacun 30 cent. cubes de bouillon. 

Une série fut ensemencée de quelques gouttes de Hiss S, 
l'autre de quelques gouttes de Hiss R. Apres incubation de 
vingt-quatre heures, les contenus des 18 tubes furent filtrés et 
les filtrats éprouvés au point de vue de leur pouvoir lytique vis- 
a-vis de S et de R. 

Les filtrats S VII, SVIII, SX, SXI, SXV ainsi que les filtrats 
RVU, RVIW, RX, RXI, RXIUL et RXV se montrérent forte- 
ment actifs pour S et pour RA. Les filtrats SIX et S XII agis- 
saient fortement sur S et faiblement sur R. Les filtrats S XII, 
SXILV, AXIL et RAXIV se montrérent complétement inactifs, le 
filtrat RIX presque inactif; ils furent rejetés. Les 13 filtrats 
restants furent dilués et étalés sur gélose de facon 4 donner des 
plages isolées, les filtrats S étant éprouvés vis-a-vis de S, les 
filtrats R vis-a-vis de Kh. 

Une ou, au maximum, trois plages pour chaque filtrat furent 
sélectionnées et porlées dans un tube contenant 5 cent. cubes 
deau physiologique. Chacun des tubes fut filtré immédiate- 
ment et le filtrat éprouvé vis-a-vis de S et de R. Nous en don- 
nons le résultat dans le tableau I. 
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Tisceau [. — Susceptibilité des types S et A aux principes isolés. 


PRINCIPES 


S Vila. 
SVilb. 
Shiv Milan: 
SVIIIb. . 
S UXas: 


SEXO dae. 
RVG 
1 NOM. 
REXGOaes 


++. pas de culture gélose stérile; +, culture « grise » avec ébauche de plages plus 
ou moins confluentes; —, culture normale. 


Nous avons done 7 principes n’agissant que sur S (= prin- 
cipes anf-S); 12 principes agissant sur S et sur R (= prin- 
cipes antt-SR ou anti-RS selon quils sont entretenus aux 
dépens de S ou de #); un seul principe n’agissant que sur 
(=principe anti-R). 


Essat D’ADAPTATION DES PRINCIPES anti-S au type R, — Les 
principes aniz-S se montrent tous stables, c’est-a-dire que, 
méme aprés de nombreuses générations aux dépens du type S, 
ils n’acquiérent jamais le pouvoir d’attaquer le type R; un 
principe andz-S, actif & 1—'° pour le type S, n’aura pas la moindre 
action sur le type fi, dit-il étre éprouvé vis-a-vis de celui-ci a 
état pur. 

Afin de nousassurer que chacun de nos vingt bactériophages 
provenait dune méme plage et n’était pas constilué d’un 
mélange de principes différents, nous avons entrepris encore 
pour chacun d’eux trois purifications successives par sélection 
de plages isolées. Les principes ainsi purifiés furent régénérés 
par un passage aux dépens de Hiss S ou de Hiss R selon qu'il 
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s'agissait d’un principe S ou R et éprouvés & nouveau vis-a-vis 
de S et R. Les résultats furent identiques & ceux du 
tableau I. 

Nous avons essayé d’adapter nos principes anéi-S au type R 
de la fagon suivante : pour chaque principe nous entreprenons 
deux séries de passages. Dans la premiére série, chaque tube, 
a chaque passage, est additionné d’une goutte du filtrat précé- 
dentet d'une goutte d’une jeune culture &. Dans la seconde série 
nous ajoutons, en outre, a chaque tube, quelques gouttes d'une 
jeune culture 5. Nous faisons deux passages en vingt-quatre 
heures et chaque filtrat non dilué est éprouvé sur gélose vis-a- 
vis de S etde R. 

Dans le tableau Il nous donnons le résultat d’une de ces 
expériences pour le bactériophage SX a. Tous les autres prin- 
cipes anii-S, soumis a la méme épreuve, ont fourni des 
résultats identiques. 


Tasceav Il. — Essai dadaptation du principe S Xa au type A. 


FILTRATS DE 
SXa+R SXa+R+S8S 
Eprouvés vis-a-vis de... . S R Ss R 
WO FORE Gg a0 6 6 ++ — oes = 
PAG are | Ba, BAG Og, buss ate — +++ = 
SOR MMR TS AL car a Mea ake 25 = clhocdlall. = 
SOS aeetOn tench ome == +++ — 
5° = =5 + — 
GS'8 sy Fe Beeson x et Babess: — — desde 
te ae Gas 
SFU HO terete shah 
oY Steateate 
ANU em Eee tere Se, herrea Bie eete 


+++, pas de culture; ++, traces de culture; +, plages confluentes; +, plages 
isolées; —, culture normale. 


Nous constatons donc que le bactériophage S Xa ; 

1° Ne se régénére pas aux dépens du type f. Comme le 
tableau l'indique, a partir du quatriéme passage, le filtrat, par 
suite des dilutions successives, était sans aclion sur la 
souche S. 
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2° Que, méme régénéré aux dépens de S en présence d'indi- 
vidus du type A, il ne s'adapte pas & celui-ci malgré dix pas- 
sages conséculifs. 

Nous avons répété ces expériences en les modifiant de 
diverses facons : 

1° En prolongeant jusqu’a deux & trois jours la durée de 
chaque passage. 

2° En variant les doses de filtrat et de bacilles S et  ajoutés 
a chaque passage. 

Nous n’avons jamais pu réaliser une adaptation des prin- 
cipes anti-S au type R. Dans certaines expériences, la présence 
évenluelle de principe actif pour R fut recherchée par la 
méthode d’inhibition en milieu liquide; les résultats furent 
toujours négatils. 


Principes actirS vis-A-vis pe S er pe R. — Comme nous 
Vavons va plus haut, de nos 20 principes isolés, 12 sont actifs 
sur S et sur R. 6 de ces principes furent toujours entretenus 
aux dépens de S, les 6 autres aux dépens de R. Chacun de ces 
derniers, méme apres de nombreux passages (jusqu’a dix-huit), 
s'est toujours montré actif pour FR et pour S jusqu’a la méme 
dilution limite 1—-*a1~—1!. Il en est de méme pour les prin- 
cipes S VIIa, SVIL6, SX16 et SXIc. Par contre, les principes 
SIXa et SX Va, dont une anse de la dilution 1 —*, étendue sur 
agar ensemencé de Hiss-S, donne encore de nombreuses plages, 
n'agissent sur f qu’a condition de les éprouver 4 |’état con- 
centré. Il est possible d’exalter la virulence pour R de ces deux 
principes en leur faisant subir quelques passages aux dépens 
de AR, de préférence en présence du type S. 

Bordet signale que les principes « forts » étudiés par lui 
peuvent étre transformés en principe faible en ajoutant & une 
forte émulsion de microbes sensibles la plus petite dose du 
principe qui se montre active. Le bactériophage régénéré 
dans ces conditions se comporte comme un principe faible. 
Nous avons recherché si, en suivant la méthode de Bordet, il 
n'était pas possible de transformer un principe anti-SR en 
principe anti-S. Nos résultats furent toujours négatifs : le prin- 
cipe récupéré du dernier tube dans lequel s’était manifestée la 
lyse était actif pour Rcomme pour S. 
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Principe actie vis-a-vis pe R seur. — Nous n’avons ren- 
contre qu’un seul principe qui, actif vis-a-vis de R, n’impres- 
sionnait pas le type S. Nous en avons, sans succes, recherché 
d'autres dans de nouveaux filtrats de fumier. Les essais d’adap- 
tation du principe anéi-R au type S, faits suivant les mémes 
méthodes que celles employées pour |’adaptation des principes 
anti-S au type R, furent toujours négalifs. 


SENSIBILITE DU TYPE O AUX PRINCIPES anti-S, anti-SR ev anti-R. 
— Au cours de la transformation du bacille Hiss en Hiss R sous 
Vinfluence de passages dans le sérum anti-Hiss S, apparut le 
type intermédiaire appelé type O, qui, comme on le sait, est 
caractérisé par la grande irrégularité et la transparence de ses 
colonies sur gélose, l’extraordinaire polymorphisme des élé- 
ments bacillaires qui le constituent et sa grande instabilité, Au 
cours de repiquages successifs il a une tendance manifeste & se 
transformer en type S et surtout en type R. 

Nous ayons trouvé que tous les principes, anéi-SR et aniti-R 
lysaient le type O au méme degré que le type R. Par contre, 
les principes ant-S se sont montrés completement inactifs. 


CONCLUSIONS DU CHAPITRE PREMIER. — 20 principes furent isolés 
par le bacille de Hiss, 12 lysent le type S et le type R de ce 
bacille, 7 ne lysent que le type S, 4 seul ne lyse que le type f. 
Les essais d’adaptation des principes anéi-S au type R et du prin- 
cipe anti-R au type S furent négatifs. Les principes anfi-SR ne 
se sont jamais transformés en principes an/7-S ou en principes 
anti-R. Nous pouvons donc classer en des groupes entitrement 
distincts les principes anéi-Hzss selon qwils agissent sur S, sur 
Rou sur S et sur Rh. 


CHAPITRE II 


Les principes anti-S, anti-Sk, anti-R, oulre leur champ 
d'action, possédent-ils d’autres caractéristiques propres @ 
chaque groupe? C’est ce que nous avons recherché dans la 
seconde partie de ce travail. Dans ce but nous avons étudié 
l'aspect des plages sur gélose, la résistance & la température et 
le caractére antigénique des 20 principes. 
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1° Aspecr DES PLAGES suR AGAR. — Disons d'abord que 
aspect des plages d’un bactériophage donné a toujours été le 
méme, et cela, que l’on considére les plages reproduites par le 
principe lors de son premier isolement ou celles engendrées 
sous l’influence du méme principe alors qu’il a déja subi de 
nombreux passages (jusqu’a 20). {l s’'agit done d’un caractére 
stable. 

Toutes ces expériences furent failes sur gélose a 18 p. 1.000 de 
pH 7,8, coulé dans des boites de Petri en couche épaisse 
(8 millimétres). Nous ayons employé deux techniques diffé- 
rentes : 1° apres étalement d'un principe suffisamment dilué, la 
gélose est ensemencée par étalement d'une anse pour 4 cent. 
carrés environ dune jeune culture, soit du type S, ‘soit du 
type R diluée au 1/10. 2° Un point de la surtace de la gélose 
ensemencée est touché avec un mince fil de platine trempé préa- 
lablement dans le filtrat pur & étudier. Par cetle méthode on 
obtient une plage dont la grandeur correspond & celle des plus 
grandes plages obtenues aprés dilution et étalement du méme 
principe. L’examen des plages est fait apres dix-huit heures, 
quarante heures et parfois aprés trois jours d’étuve a 30°. 


a) Principes anti-S. — Les principes SXa, SXb, SXla, 
SXIIta et SX{IL6 sont essenticllement des principes & grandes 
plages & bords nets qu’aucun liséré spécial ne sépare de Ja cul- 
ture normale environnante (V. fig. 1). Aprés dix-huit heures 
d’étuve leur diamétre est de 6 & 7 millimétres et il peut 
s'accroitre légérement encore dans la suile. Aprés trois jours 
d’étuve les plages des principes SXI peuvent atteindre 9 milli- 
métres, mais dans ce cas la lyse n’est qu’incompléte a la péri- 
phérie qui se couvre en outre de minuscules colonies secon- 
daires. Un léger halo large de 2 millimétres et difficilement 
perceptible n’a été constaté qu’autour des plages du principe 
SXIH et seulement quand celles-ci sont Agées de huit jours. 
Nous n’avons pas constaté l’exislence de larges zones périphé- 
riques formées de culture modifiée telles que les a décrites 
Hadley pour son principe «. De petites plages peuvent appa- 
raitre parmi les grandes. Kiles se distinguent toutefois du tout 
au tout des pelites plages des principes anti-SR par le fait sui- 
vant : porlées en eau salée, puis filtrées, diluées et étalées sur 
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gélose ensemencé d'Hiss-S, elles reproduisent toujours un mé- 
lange de grandes plages et de petites plages, qui, de nouveau, 
sont aptes a engendrer de grandes plages. Elles sont incapables 
de lyser le type R. Sans doute, il n’y a pas que l’individualité 
propre du principe dont dépend la grandeur des plages; elle 
peut Gtre modifiée par des facteurs indépendants du principe 
lui-méme, tels que : présence fortuite de quelques germes plus 
résistants, concentration trop élevée des microbes sensibles. 
L’apparition de ces petites plages peut encore s’expliquer par le 
fait que tous les corpuscules ne sont pas nécessairement doués 
de la méme virulence. 

Les principes S Villa et S VIII 6 produisent des plages tout 
a fait spéciales que nous n’avons rencontrées avec aucun autre 
bactériophage. Allant du centre & la périphérie on rencontre 
(V. fig. 2) : 1° une petite plage de 1421,5 millimetres de dia- 
métre; 2° une zone de culture apparemment non modifiée, 
large de un bon millimétre et ayant tout l’aspect d’une culture 
normale; 3° un fin cercle brun, net, bien visible; 4° la culture 
normale. Ces caractéres sont stables et se reproduisent au cours 
de tous les passages. Cet aspect est surtout net si la plaque est 
maintenue & l’étuye & 30°-32°. Il peut faire défaut ou étre diffi- 
cilement perceptible si la plaque a été incubée a 37°. 


b) Principes antt-SR. — Les 6 principes anti-SR et les 
6 principes anéz-RS éprouvés aux dépens du type S produisent 
uniquement de petites plages. Celles des principes S VII sont 
les plus grandes : elles peuvent atteindre 3 millimétres. Celles 
des principes SXI, SXV et # XV sont les plus petites : 1 mil- 
limétre environ. Toutes ont des pourtours nets réguliers. Les 
plages des principes S Vila et c, SIX et SXI sont entourées 
d’un trés fin liséré brun. Les plages des autres principes sont 
entourées d'un liséré plus large, mais ne dépassant jamais 
1 millimétre. 

Exception faite des principes SIX, SXVa et RVI, les 
principes anti-SR et anti-RS 6prouvés aux dépens du type R 
produisent tous de 1 & 3 millimétres de diamétre. Elles ont 
toutes un pourtour irrégulier, rongé. Le liséré brun qui les 
entoure est trés net, sauf pour les plages des principes S VII et 
SXI. Comme nous l’avons déja signalé plus haut, les principes 
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SIXet SXV, qui lysent le type S a haute dilution (1~* a 1~"), 
n’agissent sur le lype # qu’a l'état concentré (pur a 1-4). Ils ne 
donnent pas lieu a la formation de plages aux dépens du typeR, 
mais la culture soumise & leur influence présente des taches 
erises, vitreuses, caractéristiques, qui peuvent étre confluentes 
si le principe est employé a l'état pur (4). 

Au niveau de ces taches, le gazon microbien est visqueux, 
filant, comme on peut s’en rendre compte en-le touchant du 
bout du fil de platine. Les principes anti-S étudiés plus haut 
ne reproduisent jamais cetle transformation. La virulence 
pour R de ces deux principes peut étre facilement exaltée, de 
facon & obtenir de vraies plages par passages aux dépens du 
type Sen présence du type R 

Le principe R VII éprouvé vis-a-vis de & donne des plages 
qui peuvent atleindre 5 millimétres, mais la lyse n’est jamais 
complete a leur périphérie. 


c) Principe anti-R. — Le seul principe an/i-f que nous 
possédons donne des plages de 2 a 5 millimétres de diamétre. 
Elles présentent un aspect spécial du fait que la lyse n’est 
compléte qu’au centre, la périphérie étant couverte de cullure 
partiellement lysée. Cette caractéristique persiste méme apres 
{2 passages aux dépens du type R. 


Conctusion. — Sauf les deux principes S VIII, tous les prin- 
cipes anti-S isolés sont des principes & grandes plages & pour- 
tours nets. Aucun de ces principes actifs pour S et pour R ne 
donne de grandes plages avec le type S; un seul de ces prin- 
cipes (RVIitIa) agit sur Ren donnant des plages de moyenne 
grandeur. Tous les autres n’en donnent que de petites. Les 
caractére des plages d’un principe donné sont stables. 


2° Resistance a LA TEMPERATURE. — Les 20 principes dilués 
au 1/40 dans de l'eau salée &7 p. 1.000 sont chauffés au bain- 
marie durant une demi-heure dans des ampoules scellées 
complétement submergées. La persistance ou la destruction du 
bactériophage est recherchée par étalement sur gélose ense- 
(1) Nous nous sommes assuré encore une fois, par une nouvelle série de 


sélections de plages isolées, qu'il s’agissait bien de principes purs et non 
dun mélange de bactériophages différents. 
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mencée d’Hiss S ou K (selon qu'il s’agit de bactériophage S 
ou f), d'une anse du liquide chauffé. Ajoulons que les filtrats 
non chaulfés sont tous actifs a des dilutions de1—% a 1‘ et 
que les différences trouvées dans la résistance 4 la température 
ne peuvent pas s’expliquer du fait que les filtrats sont plus ou 
moins concentrés. Pareillement, il n’y a aucune concordance 
entre la résistance 4 la température et le nombre de passages 
aux dépens du bacille de Hiss qu’a subis chaque principe avant 
d@étre chauffé. 

Nous donnons dans le tableau IIL les résultats de ces expé- 
riences : 


Tasteau Il. — Résistance a la température des différents principes. 


NON 


cnauers| ©9° 620 640 66° 68° 700 720 
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+++, pas de culture; ++, traces de culture; +, plages confluentes. Les chiffres 
se rapportent au nombre de plages. 


Des expériences de contréle ont constamment fourni des 
résultats identiques. Manavutty (21| derni¢rement a insisté sur 
la grande différence de sensibilité 4 la température d’un méme 
principe selon qu'il est suspendu dans de l’eau salée, dans une 
solution de phosphate ou dans son propre filtrat préalablement 
inactivé par ébullition. 
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Les différences de résistance & la température trouvées plus 
haut pourraient étre attribuées, du moins en partie, au fait 
que certains filtrats seraient plus riches que d’autres en corps 
bacillaires dissous. Pour exclure ce facleur, nous avons fait 
Vexpérience suivante : 

Le principe SXIII est dilué au 1/50: 1° dans de l'eau salée ; 
2° dans son propre filtrat inactivé par chauffage d'une heure 
a 80°; 3° dans le filtrat inactivé du principe S VII. Celui-ci est 
traité de facon analogue, cest-a-dire que, pour le ¢ertzo, il est 
dilué dans le filtrat inactivé du principe SXIII. Le chauffage 
de ces différentes suspensions — ou solutions — a montré que 
la susceptibilité & la température des principes SXII et S VII 
n’est pas ou A peine influencée par la nature du milieu ambiant: 
quiils soient suspendus dans de l’eau salée, dans leur propre 
filtrat ou dans le filtrat de l'autre principe, leur point d’inacti- 
vation ne varie pas: il se maintient respectivement a 64° et a 
LO 


Conctusion. — A part les deux principes SVIII, tous les 
principes aniz-S présentent la méme sensibilité a la tempéra- 
ture : ils sont détruils 4 64°. Par contre, les principes anfi-SR 
sont inactivés & des températures variables d'un principe a 
Vautre. Certains ne sont détruits qu’a 72°; d’autres déja a 64°. 
Kntre ces deux extrémes existent tous les intermédiaires 
possibles. 


Remargue. — Hadley [14] trouva également que son prin- 
cipe a, qui agit électivement sur le type S, était plus sensible 
& la température que son principe $ qui lyse plus spécialement 
le type A et fait remarquer & ce propos que précisément t’anti- 
géne S est thermolabile alors que l’anligéne R est thermostabile. 
Nos résultats ne confirment pas l’existence d’une pareille 
relation entre la résistance a Ja température des bactériophages 
et celle de l’antigéne du type microbien sur lequel ils agiraient. 
Si nos principes antz-S sont tous plus sensibles que nos prin- 
cipes anti-SR, ceux-ci, par contre, présentent des points 
d'inactivation variables, et, considérés dans leur ensemble, ne 
sont pas plus résistants du fait qu’ils sont entretenus aux 
dépens du lype R plutét que du type S. 
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3° CaRactExeE anricénigue. — 8 lapins sont immunisés au 
moyen de 8 bactériophages différents (3 principes anti-S, 
2 principes anti-SR, 2 principes anti-RS, 1 principe anti-R). 
Chaque lapin recoit de 8 & 10 injections intraveineuses de 4a 
6 cent. cubes de filtrat actif a 1 —° au moins. 


Tasteau IV. — Résultats des essais de neutralisation 
des 20 principes par divers sérums. 


PRINCIPES PRINCIPES PRINCIPES 
anti-S anti-SR 
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Principes anti-R : 
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—, absence de lyse; +, lyse compléte. 


Les expériences de neutralisation sont faites de la maniére 
suivante : chacun des 20 principes (tous actifs & la dilution de 
14-9a1-") est mélangé, a volume égal, avec chacun des 
8 sérums. Apres vingt-quatre heures de contact a la tempéra- 
ture du laboratoire, une anse de chacun des mélanges est 
déposée, puis légérement étendue sur gélose ensemencée, 
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apres évaporation du liquide, d'une anse de Hiss S ou R, selon 
qu'il s’agit d’un filtrat S ou &. 

Nous donnons le résullat de cette expérience dans le 
tableau 1V. Elle fut répétée pour la plupart des bactériophages 
avec des résultats identiques. 


ConcLusion. A part les deux principes SVUI, tous les 
bactériophages anéi-S sont sérologiquement identiques : les 
2 sérums anti-S Xa et anti-S Xla ne neutralisent pas seule- 


lic. 1. — Principe S Xa. Grandes plages. 


ment ces deux principes, mais également tous les autres prin- 
cipes anti-S. Aucun des 3 sérums anii-S n’a d’action sur les 
principes anii-Sh ou anti-R. Les 4 sérums préparés au moyen 
des 4 bactériophages anti-SR sont, par contre, différents entre 
eux : chacun neutralise celui qui aservi & sa préparation 
et seulement un & trois autres principes anti-SR. Aucun n’a 
d'action sur les principes anti-S. Les principes anti-SR sont 
donc sérologiquement presque tous différents entre eux. 


Remargue. — 1° Le sérum préparé contre le principe SXVb 
(principe anii-R) s'est montré totalement inactif malgré des 
injections répétées au lapin. 

2° Gratia a également constaté des différences anligéniques 
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entre les bactériophages A grandes et petites plages pour le 
B. colt. Le sérum anti-grandes plages neutralisait toutes les 
grandes plages et une partie des petites; le sérum anti-petites 
plages neutralisait toutes les petites plages et une partie des 
grandes. Donc, quoique différents, il existait une certaine 
parenté antigénique entre les principes & grandes et a petites 
plages. La méthode employée dans nos expériences de neu- 
tralisation ne permet pas de mettre une pareille parenté en 
évidence. Nous aurions peut-étre pu la constater en ajoutant, 
a une série de méme doses de sérum anti-S, des doses décrois- 


Fic. 2. — Principe S Villa. 


santes de principe an/7-SR. Nous ne l’avons pas fait jusqu’ici : 
le but visé dans nos expériences est de montrer que les prin- 
cipes anti-S et anti-SR sont sérologiquement distincts; nos 
résultats ne laissent pas Je moindre doute a ce sujet. 


Discussion. — Bordet, le premier, montra quil y avait lieu 
d’établir une distinction entre certains principes selon leur 
action sur les colonies bombées ou plates du B. co/z. Mais cette 
distinction n’était pas nette : les principes « forts » qui lysaient 
la forme bombée aussi bien que la forme plate pouvaient étre 
facilement transformés en principes « faibles », ceux-ci 
lysaient le type S a haute dilution, mais également le type R 
s'ils étaient employés 4 concentration élevée. D’autre part, les 
principes faibles peuvent reproduire dans cerlaines conditions 
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du principe fort. Enfin, entre les principes forts et les principes 
faibies existaient tous les intermédiaires possibles. Les recher- 
ches de Gratia confirmérent celles de Bordet. Elles amenérent, 
en outre, l’auteur A individualiser davantage les principes forts 
et les principes faibles. Les premiers sont essentiellement des 
principes a petites plages, plus résistants au chauffage que les 
seconds qui sont des principes a grandes plages; en plus, ils se 
distinguent sérologiquement et lysent chacun ta culture secon- 
daire résistante engendrée sous l’influence de |’autre. Toutefois, 
d’aprés les recherches de Gratia, les principes forls peuvent se 


Fic. 3. — Principe S XIb. Petites plages. 


transformer en principes faibles et, si les principes 4 petites 
plages sont stables, ceux & grandes plages reproduisent un 
mélange de bactériophages & grandes et a petites plages. Il 
n’était donc pas permis de classer comme entiérement diffé- 
rents les principes forts et faibles, les principes & grandes et 
a petites plages. Hadley et ses collaborateurs étudiérent les 
principes a grandes plages et & petites plages pour les bacilles 
paratyphiques A et B. Is les appelérent principes « et 6, mais 
leur principe «, tout comme le principe 4 grandes plages de 
Gratia, était instable et il arrivait qu’il se transformait au cours 
des passages successifs presque entligrement en principe 6. De 
plus — et ceci ne cadre pas avec les expériences de Bordet et de 
Gratia — ils lysaient tous deux le type S et le type R, avec 
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celte différence que la zone périphérique des plages données 
par le principe « était différente selon qu’il agissait sur l'un ou 
Vautre de ces types. 

Dans ce travail nous sommes arrivé & grouper comme entie- 
rement distincls les principes anti-Hiss, selon qu’ils lysaient 
uniquement le type S ou le type R ou qu’ils s’attaquaient aux 
deux. Nous disons « entiérement distincts » parce que : 1° il 
nous a été impossible de transformer les bactériophages. d’un 
de ces groupes en un bactériophage d’un autre groupe; 2° outre 
leur rayon d’action, les principes anti-S et anti-SR se diffé- 
rencient par un ensemble d’autres caractéristiques. Mis & part 
les 2 principes SVIII, tous les principes anti-S isolés sont des 
principes a grandes plages; ils sont tous inactivés a la méme 
température et sont tous semblables sérologiquement. Ils nous 
apparaissent tous comme identiques. Les deux principes S VIII, 
par l’aspect de leurs plages ainsi que par leurs autres caractéres, 
appartiennent & un type spécial. Ce sont les seuls bactério- 
phages aniz-S rencontrés, dont les caractéristiques s'écartent 
de celles invariablement communes aux 5 autres principes 
antt-S. Par contre, les principes anti-SR forment un groupe tout 
a fait hétérogene : ils different presque tous entre eux, soit 
par aspect de leurs plages, leur sensibilité&la température ou 
leurs caractéres sérologiques. Leur seule caractéristique com- 
mune est leur rayon d'action. 

N’étant parvenu & isoler qu’un seul principe ani:-F, il nous 
est impossible d’insister sur leurs caractéristiques générales. 
Nos principes anii-S se distinguent essentiellement des principes 
faibles de Bordet, du fait que ceux-ci lysent le type R s’ils sont 
employés 4 haute concentration et peuvent y étre adoptés. A 
ce point de vue, nos principes SlXa et SXVa (principes 
anti-SR) répondent & la description de principe faible, mais ils 
ne reproduisent que de petites plages, alors que les principes 
faibles sont des principes & grandes plages. Peut étre la diffé- 
rence constatée dans le rayon d'action entre les principes faibles 
de Bordet et nos principes anti-S est-elle due au mode d’obten- 
tion du type Ff. Bordet sélectionne, dans une culture de stock, 
une colonie & aspect R, alors que nous |’obtenons aux dépens 
du type S par des passages dans le bouillon contenant du 
sérum anti-Hiss S. Le type R ainsi obtenu pourrait étre privé 
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plus complétement d’antigéne S. Enfin, il est possible qu'une 
distinction nette entre prinvipes anéi-S et anti-SR s’établisse 
pour le bacille de Hiss et non pour le B. colz. 

En concordance avec les résultats de Kline [22] pour le 
bacille typhique, nous n’avons que rarement consta!é la pro- 
tection de peliles plages aux dépens d'un principe a grandes 
plages, et alors il ne s’agissait jamais de « vrai » principe a 
petites plages. Nous renvoyons a ce sujet a ce.que nous avons 
dit plus haut. Nous ignorons si la transformation de grandes 
en petites plages, constatée par différents auteurs, est a rattacher 
a un phénoméne de ce genre, ou sil s agit réellement d’une 
transformation du principe ant:-S en principe anii-Sh. 

La classification des principes anti-Hiss en anti-S, anii-SR et 
anti-R, nous parait parfaitement justifiée; elle conduit a la 
création de groupes bien dislincts. Nous croyons qu'il serait 
intéressant de rechercher si cette classification ne pourrait pas 
étre étendue aux principes aclifs pour d'autres especes micro- 


biennes. Les dernicres recherches de Gratia Jaissent supposer 


quelle se vérifiera avec autant de netteté pour les bactério- 
phages anti-staphylococciques. 


CONCLUSIONS GENERALES. 


1° Les bactériophages actifs pour le hacille de Hiss peuvent 
étre classés en principes ne lysant que le type S, en principes 
ne lysant que le type R et en principes lysant les deux types. 
Ces divers groupes sont stables. 

2° A part les deux principesS VIII, tous les principes anti-S 
isolés sont des principes 4 grandes plages, détruits & 64° et 
tous identiques antigéniquement. Ils constituent un groupe 
homogéne ; 

3° Les principes anii-SR isolés sont presque tous différents 
entre eux, comme le montrent l’aspect de leurs plages, leur 
résistance a la température et leurs caractéres antigéniques. Ils 
constituent un groupe hétérogéne ; 

4° Ces expériences démontrent encore, si besoin en est, la 
pluralité et Vautonomie des bactériophages. 


BACTERIOPHAGES ACTIFS POUR LE BACILLE DE HISS 
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LE SERO-DIAGNOSTIC DE WRIGHT 
CHEZ LA BREBIS ATTEINTE DE MELITOCOCCIE 
DANS LA PERIODE QUI SUIT L’AVORTEMENT | 


par 2 

le Dt Ch. DUBOIS, et le D N. SOLLIER, | 
Directeur chef des Laboratoires 

des Services vétérinaires du Gard. des Hopitaux de Nimes. 


Dans un premier mémoire sur la séro-agglutination de 
Wright chez la chévre et la brebis (1), nous avons montré que 


TasLeau I. — Taux des agglutinations 
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cette réaction était inconstante et qu'elle pouvait faire défaut 
chez des animaux stirement alteints de mélilococcie. Nous nous 
étions alors donné pour tache d’étudier, en particulier, le séro- 
diagnostic au cours de Vinfection naturelle. 

L’objet du présent mémoire est de compléter ces premiéres 
recherches par l'étude de cette réaction dans les jours qui 
suivent l’avortement, en vue de préciser, si possible, dans un 
but d’intérét pratique, le moment le plus favorable & la révé- 
lation des propriétés agglutinantes du sang. 


(1) Ch. Dusors et N. Soutisr, Sur les variations des résultats de la séro- 
agglutination et de l'hémoculture dans la mélitococcie ovine et caprine au | 
cours de l’infection expérimentale et naturelle. Ces Annales, 47, juillet 1934 
p. 73. ] 
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Notre expérimentation a été faite dans les conditions ci-aprés 
indiquées. 

Une vingtaine de brebis de race caussenarde, agées d’un an 
environ, n’ayant jamais porté et indemnes de mélitococcie (1), 
sont introduites, en mai 1931, dans un troupeau de brebis 
appartenant au sieur S..., au Mas Galoffre, & Nimes, ot depuis 
plus d'un an sévit cette maladie (2 cas de fidvre ondulante, 
avortements multiples et nombreux séros de Wright positifs 
chez les animaux). 

Au bout de quelque temps, on introduit les béliers dans le 
troupeau. La plupart des 20 brebis ont été fécondées et, a 
partir d'aott, des avortements ont été constatés, dont la date a 
été soigneusement notée. 

Notre expérimentation a porté sur 6 de ces brebis qui avaient 


Yériode qui a suivi l’avortement. 


S L’AVORTEMENT 


0 
4/30 4/50 1/20 4/30) 1/10 
4/50 4/400 4/30) 0 
4/30 4/50 1/20) — 4/30} 0 
0 4/30] 0 |4/30 1/20) 0 |4/10) 4/10} 4/30 


avorté (2). Des prélévements de sang ont été effectués sur 
celles ci, en moyenne tous les cing a six jours, depuis l’avorte- 
ment jusqu’a plus de deux mois aprés cet accident. 

Le tableau n° 1 indique, pour chacun de ces animaux, les 
résullats fournis par le séro-diagnostic de Wright dans les jours 
qui ont suivi l’avortement. 

N’ont été considérées comme positives que les agglutina- 
tions qui se produisaient, d’une facon compléte, macroscopi- 
quement, aux taux minima de 1/30 en moins de douze heures 


(1) Ont toutes présenté un séro de Wright négatif 4 deux reprises, 4 quinze 
jours dintervalle. : 

(2) Dates de lavortement : Brebis n° 19, avortée le 6 aowt 1931; n° 416, le 
2 septembre; n° 48, le 2 septembre; n° 17, le 3 septembre; n° 5, le 19 sep- 
tembre; n° 3, le 3 octobre. 
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et de 1/50 en moins de vingt-quatre heures. Mais, pour chaque 
sang examiné, la réaction a élé effectuée aux taux de 1/10, 
4/20, 1/30, 1/50, 1/100, 1/200. 

De l’'examen du tableau I, résultent les constatations sui- 
vantes : 

1° Le séro-diagnostic est constamment négatif dans les huit 
jours qui suivent l'avortement; 

2° Le plus grand nombre d'agglutinations, positives est 
conslaté du neuvidme au quinziéme jour chez la plupart des 
animaux; ensuite, ce nombre drminue ; 

3° Un animal, bien que stirement infecté, peut présenter, en 
permanence, des séros négalifs (brebis n° 5) ou seulement par 
intermittences (brebis n® 3, 16 et 18). Du jour au lendemain, 
chez le méme animal, un séro positif devient négatif et vice 
versa. 

Ces résullats confirment ceux de méme ordre que nous 
avons déja signalés (1). Ils impliquent, comme nous l’avons 
dit, la nécessité de renouveler les examens de sang chez les 
ovins suspects. 

Ces constatations viennent a l’encontre de celles qui ont été 
faites chez les vaches atteintes d’avortement épizoolique d’ori- 
gine brucellique. Chez celles-ci, on sait, en effet, que les résul- 
tals du séro-diagnostic de Wright sont plus constants et que, 
notamment, a condition de faire des prélévements du quinziéeme 
au trentieme jour apres Vavortement, on obtient, presque a 
coup str, des résultats positifs. 


D’autre part, nous avons recherché chez les mémes brebis 
ayant avorlé si, dans la méme journée, selon que l'on préléve - 
rait le sang dans Iélat de jedne ou pendant la période diges- 
tive, on n’observerait pas de différences dans le taux de l'agglu- 
tination. 


Dans ce but, & deux reprises nous avons fait les expériences 
suivantes : 


Une premiére fois, le 7 octobre 1931, les animaux étant a 


(1) Ch. Dusois et N. Sonugn. Ces Annales, déja cilé. 
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jeun depuis quatorze heures, nous avons fait un premier pré- 
lévement de sang & 8 heures; ceux-ci étaient, aussitdt apres, 
alimentés et, 48 12 heures, en pleine période digeslive, un 
deuxiéme préleévement était effectué. 

Dans une deuxiéme expérience, faile le 23 octobre, des pré- 
levements ont été effectués & 8 heures, les brebis étant & jeun 
depuis seize heures, puis & 12 heures, pendant la digestion, 
puis a 18 heures, apres un deuxiéme repas, done en période 
digestive, enfin, encore le lendemain matin, a 8 heures, apres 
un nouveau jeune de seize heures. Les résultats de ces deux 
expériences sont consignés dans le tableau II. 


TABLE, IT. 


PREMIERE EXPERIENCE DEUXIEME EXPERIENCE 
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Ains: donc, au cours de la méme journée, on observe des 
variations du taux de l’agglutinalion. C’est ainsi qu'un prélé- 
vement négatif la veille peut étre positif le lendemain. 

Ii semble bien, en outre, que c’est au moment de la digestion 
que l'on a le plus de chance, a la fois, de trouver des séros 
positifs et des taux d’agelutination élevés. L’état de digestion 
paraitrait done favoriser la révéiation des propriétés ageluti- 
nantes du sang. 


CONCLUSIONS. 


4° Ces nouvelles recherches confirment et complélent les 
conclusions que nous avions exposées dans notre premicr 
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mémoire touchant linconstance et la variabilité des résultats 
du séro-diagnostic de Wright au cours de la mélitococcie 
ovine ; 

2° Le séro-diagnostic est constamment négatif dans les huit 
jours qui suivent Pavortement chez les brebis infectées ; 

3° La période optimum pour effectuer les prélévements de 
sang parail étre comprise surtout entre le neuviéme et le quin- 
zieme jour; ‘a 

4° I] parait recommandable de prélever le sang pendant la 
période de digestion plutot que pendant la période de jetine, 
la premiére permettant d’obtenir, semble-t-il, des taux d’agglu- 
tination plus élevés. 


ETUDES SUR LA PESTE BOVINE 
par H. JACOTOT 


(PREMIERE PARTIE) 


RECHERCHES SUR LE VIRUS DE LA PESTE BOVINE 
ET SUR LINFECTION QUIL DETERMINE 


Sur la conservation du virus. 


Les premiers chercheurs qui se sont attachés a l'étude de la 
peste bovine se sont rapidement convaincus de la fragilité du 
virus causal, hors de l’organisme surtout; il est par exemple de 
notion courante que, méme sous un certain volume, le sang 
provenant d’animaux atteints de peste ne reste virulent que 
pendant quelques jours lorsqu’on le conserve a la température 
du milieu aux Colonies (soit vers 30°), et pendant deux ou trois 
semaines lorsqu’on le maintient 4 la température de 0°; le 
chauffage & 55° détruit sa virulence en trente minutes; la dessic- 
cation agit dans le méme sens en un trois jours. 

En raison de l’intérét théorique et pratique de cette question, 
nous nous sommes efforcé, au cours de nos éludes sur la peste 
bovine, de rechercher s’il ne serait pas possible de retarder de 
facon appréciable la mort du virus en dehors de l’organisme ; 
nous avons effectué ainsi un certain nombre de tentatives avec 
des humeurs virulentes, sang et liquide péritonéal, en mettant 
en ceuvre divers artifices expérimentaux; et, d’autre part, pen- 
sant que le virus inclus dans les organes, fixé sur certains 
éléments anatomiques de ces organes, difftre quelque peu ae 
celui qu’on trouve dans les humeurs, nous avons essayé de le 
conserver par divers procédés. Nous exposerons celles de ces 
expériences qui ont donné des résultats intéressants. 
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ESSAIS DE CONSERVATION DU VIRUS DANS LE SANG. 


On sait que, dans l’organisme sain, le sang est doué d’un 
pouvoir bactéricide élevé qui lui permet de s’opposer, pendant 
un lemps au moins, a l'invasion des germes infectieux. On a 
constaté en outre qu'il suffisait d’abaisser le pH du sang 
jusqu’a une réaction acide pour annihiler son pouvoir bactéri- 
cide (1). 

I] nous a paru intéressant de rechercher si la destruction du 
pouvoir bactéricide du sang recueilli sur des veaux atteints de 
peste bovine ne favoriserait pas la survie du virus pestique 
dans le liquide. Ne disposant pas du matériel nécessaire a 
l’évaluation rapide et précise du pH sanguin, nous avons pro- 
cédé de la maniére suivanle : nous avions établi de fagon 
approximative, par colorimétrie et en employant des solutions 
titrées, les quanlités de soude ou d’acide chlorhydrique qu'il 
fallait ajouter au sang pour l'‘amener au pH voulu; immédiate- 
ment apres la récolte, le sang était défibriné; on l’acidifiait 
ensuite par addition d’acide chlorhydrique au 1/50 pour l’ame- 
ner 4 pH 0; quinze minutes aprés on ramenait a pil 7.5 par 
addition de soude au 1/45; toutes ces opérations, pour étre 
rigoureuses, nécessileraient une technique perfectionnée; les 
moyens de fortune que nous avons employés ne nous ont 
permis qu’une approximation grossiére; nous avons pu néan- 
moins, par ce moyen, conserver au sang sa virulence bien 
au dela (les délais ordinaires. 


PREMIERE EXPERIENCE. — On conserve a la température ordinaire (30°), et dans 
lobscurité, 60 cent. cubes de sang préparé de la maniére indiquée, et 60 cent. 
cubes de sang témoin. 

Aprés un mois, on inocule a un veau, n° MO, 10 cent. cubes du sang pré- 
paré et a un autre veau, n° 830, 10 cent. cubes du sang témoin; le premier 
contracte la peste, le deuxiéme reste indemne; réinoculé ultérieurement avec 
du sang virulent il contractera la maladie. 

Remarque. — Nous avions en outre placé dans l'éluve, A 37°, 60 cent. cubes 
du sang préparé. 

Aprés trois jours et demi, on en injecte 1/10 de centimétre cube 3 un veau 
n° D-829; il fait une peste mortelle. 


(1) Voir L. Buzz : Influence du pH sur le pouvoir bactéricide du sang.C. R, 
Soc. de Brol., 1929, p. 848. 
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DEUXIEME EXPERIENCE. — On conserve du sang préparé et du sang témoin 
comme dans la premiére expérience; aprés un mois un veau n° RT recoit 
5 cent. cubes de sang préparé, un autre veau n° RS 5 cent. cubes de sang 
témoin; le premier fait la peste, le second reste indemne et contractera Ja 
maladie ultérieurement lors de l’épreuve de controle. 

Aprés deux mois un veau, n° E-624, recoit sous la peau 5 cent. cubes de 
sang préparé; il reste indemne; on l’éprouve quelque temps aprés avec du 
sang virulent et il fait alors la peste. 


TROISIEME EXPERIENCE. — On prépare du sang comme il a élé dit plus haut, 
mais le sang témoin est divisé en deux parties, l'une qu’on conseryera A la 
température du milieu (30°), l'autre qu’on place dans la glaciére a la tempé- 
rature de 0°. 

Aprés un mois, on injecte au veau n° E-696 10 cent. cubes de sang préparé, 
au veau n° E616 10 cent. cubes du sang témoin conservé a la température 
de 30°, au veau n° D-947 5 cent. cubes du sang témoin conservé Aa la tempé- 
rature de 0°. Le premier contracte la peste, les deux aulresrestent indemnes 
et réceptifs. 

Aprés un mois et demi, on répéte cette expérience en injectant uniformé- 
ment aux sujets 20 cent. cubes de sang; aucun ne manifeste de troubles et 
tous trois réagissent 4 l’épreuve de controle. 


Ainst dans ces (rois expériences, et contrairement au sang 
témoin, le sang préparé par destruction du pouvoir bactéricide 
était encore virulent aprés un mois de conservation a la lempé- 
rature de 30° dans Vobscurité (deux fois a la dose de 10 cent. 
cubes, une fois a la dose de 5 cent. cubes). On peut penser que les 
résultats seraient encore meilleurs si les manipulations ayant 
pour objet la destruction du pouvow bactéricide étarent con- 
duites avec plus de rigueur que nous n'avons pu le faire. 


EssAIS DE CONSERVATION DU VIRUS 
DANS LE LIQUIDE DE LAVAGE PERITONEAL, 


Le liquide de lavage pé:itonéal préparé par injection de 
sérum physiologique dans le péritoine est pauvre en unilés 
virulentes (25 4 50 par centiméire cube), et, aprés la récolte, 
il perd trés rapidement sa virulence. 

Nous nous sommes demandé s’il ne serait pas possible 
d’obtenir un liquide de virulence moins fragile en substituant 
au sérum physiologique du sérum formolé préparé suivant la 
formule de Legroux; ce sérum formolé, qui donne d’excellents 
résullats dans la conservation des germes microbiens figurés, 
parait se comporter comme un liquide-tampon et nous pen- 
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sions, en l'utilisant, réaliser quelque chose d’analogue @ ce 
que nous avons obtenu en neutralisant le pouvoir bactéricide 
du sang. Voici les deux expériences que nous avons faites : 


PREMIERE EXPERIENCE. — On choisit 2 veaux préalablement inoculés avec du 
sang virulent, et au septitme jour de la maladie on injecte dans la cavilé 
péritonéale de l'un 3 litres de sérum physiologiqne, et 3 litres de sérum 
formolé dans la cavité péritonéale de l'autre. Quatre heures aprés on 
recueille les deux liquides (1 lit. 1/2 de chacun) et on les répartit dans des 
ampoules de 5 cent. cubes qu’on place dans une glaciére 4 une températnre 
de 8-10°. 

Apres dix-huit jours, on injecte par voie sous-cutanée au veau n° ZJ 
5 cent. cubes de sérum formolé de lavage, et au veau n° ZH 5 cent. cubes 
de sérum physiologique de lavage; le premier fait la peste aprés une 
période d'incubation de quinze jours, le deuxiéme reste indemne et 
réceptif. 

Aprés cinquante jours on renouvelle les injeclions en doublant la quantité 
des liquides, mais sans résultat cette fois, méme avec le sérum formolé. 


DervuXxIz&ME ExPéRIENCE. — On procéde comme dans l’expérience précédente. 

Une semaine aprés la récolte, on injecte 1 cent. cube de sérum formolé de 
lavage au veau n° E-779 et 41 cent. cube de sérum /physiologique au veau 
n° ADJ. Le premier contracte la peste (incubation de une semaine), le second 
reste indemne et réceptif. 


Quinze jours apres la récolte on répéte les injections |des mémes quantités 
de liquides sans aucun résultat.} 


Ainsi, aprés lavage péritonéal, le sérum formolé, conservé a la 
température de 10°, s'est montré virulent a la dose de 10 cent. 
cubes, dix-huit jours apres {la récolte dans la premiére expé- 
rience, et a la dose de 1 cent. cube une semaine apres la récolte 
dans la deuxiéme experience; dans les mémes conditions, le 
sérum physiologique employé comme témoin avait déja perdu 
sa virulence. 


Essais DE CONSERVATION DU ViRUS 
INCLUS DANS CERTAINS TISSUS. 


Une constatation qu’ont pu faire tous les expérimentateurs 
qui ont étudié le nouveau vaccin antipestique a base d’extraits 
organiques, c’est que, tandis que certains tissus conviennent 
parfaitement & la préparation de ce vaccin, il est A peu prés 
impossible de le préparer a partir du sang, du liquide périto- 

ie ” San x r j a N 
néal, et, d'une maniére générale, des humeurs; cela conduit A 
penser qu il existe quelque différence entre le virus pestique 
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tissulaire et le virus pestique humoral; parlant de cette hypo- 
thése, nous nous sommes proposé d’étudier l’aptitude des tissus 
arester virulents en dehors de l’organisme. 


1° Conservation du virus dans les tissus bruts. 


Nous avons fait deux expériences avec la pulpe splénique et 
deux avec des fragments de thymus. 


PREMIERE EXPERIENCE (pulpe splénique). — Un veau n° 435-D, inoculé de peste 
bovine, est sacrifié cing jours aprés (2 septembre 1929); on préléve la rate, la 
fragmente avec des ciseaux, broie Jes fragments au hache-viande, passe enfin 
le hachis au travers d'un tamis métallique a mailles de 5/10 de millimetre. 
On recueille sous le tamis une pulpe fine qu’on répartit sous cette forme 
brute dans des tubes stériles. Ces tubes sont fermés par des bouchons, puis 
jutés a la paraffine; on les place dans une bouteille « thermos » qu'on rem- 
plit de glace pilée; cette bouteille est elle-méme déposée dans une glaciére a 
Ja température de 10°; on pourra ainsi n’y remettre dela glace que 2 fois 
par semaine. La température dela pulpe aprés égalisation se maintient a 0°. 

Depuis ce moment, 7 essais de virulence ont été effectués, chaque fois, par 
injection 4 un veau sensible de 1 gramme de pulpe délayée extemporané- 
ment dans 9 cent. cubes d’eau physiologique; tous les essais ont donné un 
résultat positif jusqu’an sixiéme -inclusivement et cet essai a été fait sept 
mois aprés la récolte de la pulpe splénique (veaux n°: 14, LE, ME, MR, OF, 
SL); au sepliéme essai, pratiqué deux mois plus tard, le sujet n'a pas été 
infecté (veau n° VA) et, réinoculé ullérieurement avec 2 cent. cubes de sang 
virulent, il a fait une peste ordinaire. 


DeuxiiME EXPERIENCE (pulpe splénique): — On prépare de la maniére indiquée 
plus haut les rates des veaux n° N-41 et n° N-2, sacrifiés le 14 avril 1930, cin- 
quiéme et sixiéme jours de Ja maladie. 

On mélange les pulpes et les dispose comme précédemment pour que leur 
température se maintienne a 0°. 

Dans cetle expérience, les essais de virulence ont été posiltifs jusqu’au 
cinquiéme mois inclus (veaux n° E-707, YG, ABY); Vinoculation suivante: 
effectuée aprés sept mois, est restée sans résultat; le veau qui n’avait pas 
réagi (veau n° AHA) a élé éprouvé un mois aprés par inoculation de 1 cent. 
cube de sang virulent; il a alors fait la peste. 

Notons enfin que la pulpe des mémes rates N-1 et N-2, conservée a la tem- 
pérature de 307, avait déja perdu sa virulence lors de la premiére épreuye, 
un mois apres la récolte. 

Essai comparatif du sang virulent. Les sangs mélangés des veaux n° N-1 
et N-2, qui ont fourni la pulpe splénique de cette expérience, avaient été 
défibrinés au moment du sacrifice et répartis en tubes placés dans Ja méme 
bouteille thermos que la pulpe; on en a injectésuccessivement 5 cent. cubes 
au veau n° E-630 aprés quinze jours de conservation, 5 cent. cubes au veau 
n° D-947 aprés un mois, 20 cent. cubes au veau n° US aprés un mois el 
demi; le veau n° E-630 a fait Ja peste, les deux autres sont restés indemnes: 
réinotulés ultérieurement avec du sang virulent ils ont contraclé lun et 
Vautre une peste grave. 
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TroisttMe EXPERIENCE (fragments de thymus). — On saigne, six jours aprés 
inoculation virulente, un veau de passage /veau n° E); on préléve aseptique- 
ment son thymus, le disseque rapidement pour éliminer le tissu conjonctif 
quilenveloppe et le fragmente grossiérement: les fragments sont répartis 
dans des tubes stériles qu’on maintiendra comme précédemment a la tempé- 
rature de 0°: des tubes témoins sont placés dans lobscurité a la température 


du milieu (30°). 
Aprés deux mois de conservation, on préléve quelques fragments de 


chaque préparation, les écrase dans des mortiers, émulsionne les pulpes 
dans 9 parties d’eau physiologique etinjecte : au veaun’ ATI 10 cent. cubes 
de l’émulsion de thymus conseryé 4 Ja température de 0° et au veau n° AEM 
10 cent. cubes de ’émulsion de thymus conservé a la température de 30°; le 
premicr contracte la peste, le deuxiéme reste indemne mais contractera la 


maladie lors de l’inoculation d’épreuve. 
Aprés quatre mois de conservation, on prépare une émulsion de thymus 


conservéa la température de 0° et on eninjecte 10 cent. cubes au veau n° ANE; 
ce veau ne présente aucun trouble et reste réceplif. 


QUATRIEME EXPERIENCE (fragments de thymus). — On conserve a 0°, selon la 
méme technique que précédemment, le thymus du veau n° B-3 sacrifié le 


septiéme jour de la maladie expérimentale. 
Aprés deux mois et demi de conservation, on prépare une émulsion de 
pulpe au 4/10 et en injecte 10 cent. cubes au veau n° AIF: ce veau fait la 


peste. 
Apres quatre mois et demi, on répéte l’expérience et inocule le veau 


n° AOA; ce veau contracte encore la maladie. 
Aprés cing mois et demi, on fait un troisieme essai en inoculant le veau 


n°? AOT; ce veau reste indemne. 


Ainst on peut conserver le virus peslique pendant plusieurs 
mois dans certains tissus organiques placés a la température 
de (0°; dans lune de nos expériences la pulpe splénique donnait 
encore la maladie a la dose de 1 gramme sept mois apres le pré- 
levement de lorgane; dans une autre expérience le thymus 
possédat la méme aptitude aprés quatre mois et demi de 


conservation. 


2° Conservation du virus dans les tissus déshydratés. 


— 


a) CONSERVATION A UNE TEMPERATURE BASSE. — Nous avons 
expérimenté avec le tissu splénique qu on peut trés facilement et 
tres rapidement amener a l'état d’une pulpe fine et homogéne. 

I] s’agit ici de la rate d’un veau, n° H-1, sacrifié pour la 
préparation du vaccin, le septi¢me jour de la maladie expéri- 
mentale. 

La matiére virulente ayant été finement pulpée par hachage 
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et tamisage, on la desséche compldtement par un séjour de 
quatre heures sous lacloche d’une machine & vide (du modéle 
dit pompe & huile). On recueille alors une substance seche 
qu’on réduit en poudre dans un mortier. On répartit dans des 
tubes stériles bien secs qu’on place & 0° dans une bouteille 
thermos. 

Pour Vemploi, la poudre sera émulsionnée dans une quantité 
d'eau & peu pres équivalente a celle qui a été soustraite au 
tissu dans le vide de !a pompe. 

On effectue successivement quatre essais, deux mois, trois 
mois, quatre mois et cing mois aprés la préparation; les veaux 
employés, n° AIG, AKL, AOB, AOS recevant chacun a tour 
de role 0 gr. 25 de rate anhydre, ce qui correspond approxi- 
mativement 4 1 gramme de pulpe brute. 

- Tous ces animaux font une peste caractérisée qui évolue 
chez tous suivant le méme rythme et dans les délais ordinaires ; 


on les sacrifie vers le dixitme jour; l’autopsie confirme le 
tableau clinique. 


6) CONSERVATION A LA TEMPERATURE DU MILIEU. — Dans l’expé- 
rience précédente, lors dela premiére épreuyve (aprés deux mois) 
on a inoculé comparativement un veau n° E-874, avec 0 gr. 25 de 
la méme rate anhydre conservéea la température ordinaire (30°) ; 
il n’a présenté aucun trouble, mais s’est vacciné, car réino- 
culé ultérieurement il n’a pas réagi au sang virulent. 

Signalons qu’en outre, au cours de recherches ayant un 
objet différent, nous avons eu d'autres occasions d’injecter des 
émulsions de pulpe splénique déshydratée conservée & la tem- 
pérature du milieu; nous avons pu faire les observations sui- 
vantes; la matiére séche s'est montrée virulente pour le veau : 

Aprés vingt-quatre heures, 1 fois 4 la dose de 0 gr. 75. 

Aprés vingt-quatre heures, 1 fois a la dose de 0 gr. 25. 

Aprés six jours, 4 fois & la dose de 1 gramme. Elle a tou- 
jours été avirulente aprés dix et douze jours de conservation. 

Ainsi la substance splénique déshydratée rapidement et com- 
pletement, puis conservée a 0°, est restée virulente a la dose de 
0 gr. 25 représentant approximativement 1 gramme de pulpe 
brute pendant plus de cing mois; la méme substance ne reste 
virulente que pendant quelques jours a la température de 30°. 
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Unicité ou pluralité du virus pestique. 


La pluralité du virus aphteux, dont la démonstration a été 
faite par Vallée et Carré, a, pour tout ce qui concerne I|'épidé- 
miologie et la prophylaxie de cette contagion, une importance 
qui s’affirme tous les jours. Bien qv'a priort la méme question 
ne puisse revélir un intérét comparable en cé quia trail a la 
peste bovine, il n’était pas inutile de réunir quelques préci- 
sions sur ce point. 

Nous nous sommes donné pour objet, dans les expériences 
qui sont rapportées ici, de comparer 4 notre virus de Nha- 
trang des virus provenant du Tonkin, du Laos et de Cochin- 


chine (1). 


4° EFFETS RESPECTIFS PRODUITS CHEZ LE VEAU 
PAR L' INOCULATION EXPERIMENTALE DES DIVERS VIRUS. 


Notre premier soin a été de vérifier l’activité des virus de ces 
trois origines au moment de la réception, puis, cela fait, et 
pour en disposer pendant toute la durée des expériences, nous 
avons employé séparément le virus du Laos et celui de Cochin- 
chine 4 des passages hebdomadaires de veaux & veaux; soixante 
passages ont été effectués avec le virus de Laos, cinquante-huit 
avec celui de Cochinchine; nous n’avons pu observer les sujets 
inoculés que pendant une semaine, car, ce temps écoulé, leurs 
organes étaient utilisés & la préparation du vaccin antipes- 
tique; la période d’incubation a élé en moyenne de : 

Trois jours et cing heures avec le virus de Laos. 

Trois jours et cing heures avec le virus de Cochinchine; & la 
méme époque, elle était de : 

Trois jours et sept heures avec le virus de Nhatrang. 

L’hyperthermie maximum avant l’abatage a été en moyenne 
de 

1°73 avec le virus de Laos. 

1°67 avec le virus de Cochinchine. 


(1) Nous remercions ici MM. Cébe, Cottin et Vittoz qui ont bien voulu se 
harger de recueillir et de nous adresser ces virus. 


ETUDES SUR LA PESTE BOVINE 385 


Elle était alors de: 
1°65 avec le virus de Nhatrang. 

De ces deux points de vue, par conséquent, on peut enre- 
gistrer une trés légére supériorité d’action du virus laotien sur 
les deux autres et du virus cochinchinois sur le virus de Nha- 
trang. 


2° EXpERIENCES D’IMMUNISATION CROISEE. 


A. — Essais comparatifs du virus de Nhatrang 
et du virus du Tonkin. 


a) Inoculation premiére avec virus de Nhatrang, épreuve 
ultérieure avec virus du Tonkin. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Le boeuf n° 1082 a été immunisé le 9 juin 1928 par 
injections simultanées de sérum et de virus de Nhatrang. 

Le 27 septembre 1929, on lui injecte 300 cent cubes de sang virulent prove- 
nant directement du Tonkin; il ne manifeste aucune réaction. 


DEUXIEME ExPERIENCE. — Le veau n° BX a été employé au passage du virus 
de Nhatrang le 16 juillet 1928. 

Le 10 octobre 1929, on lui injecte 10 cent. cubes de virus de Hanoi (sang 
d'un veau de passage). Le 14, on lui injecte encore 50 cent, cubes de sang du 
méme yveau, il ne marque aucun trouble. Pour s’assurer qu'il est bien 
réfractaire a l'infection pestique on lui prend, quatre jours de suite, 50 cent. 
cubes de sang, les 15, 16, 17, 18 octobre, et on inocule chaque fois le veau 
neuf n° LX; ce veau reste indemne; éprouvé le 13 novembre avec du sang 
virulent il fera une peste mortelle. 


6) Inoculation premiére avec virus du Tonkin, épreuve avec 
virus de Nhatrang. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Le veau n° LP est séro-infecté le 11 novembre 1929 
par injections simultanées de virus de Hanoi (sang virulent d’un veau de 
passage) et de sérum (1); il fait une réaction Lrés légére. Le treiziéme jour, 
on éprouve sa résistance au virus de Hanoi par injection de 2 cent. cubes de 
sang virulent de cette provenance; il ne réagit pas davantage. 

Le 20 novembre, on lui injecte 50 cent. cubes de virus de Nhatrang (sang 
du veau de passage n° 433-B); ilne présente aucun trouble. 


(1) Notons que le sérum employé a cette séro-infection et qui s'est 
montré eapable d’atténuer dans la mesure désirée la maladie provoquée par 
le virus de Hanoi avait été fourni par des boeufs préparés avec du virus de 


Nhatrang. 


386 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Deuxiime ExPéRiENCce. — Le veau neuf n° D-788 recoit, le 16 octobre 1929, 
1 cent. cube de virus du Tonkin (sang d'un veau de passage); il réagit 
violemment. 

Le 13 novembre, on lui injecte 5 cent. cubes de sang du veau n° 432-B 
(virus de Nhatrang): il ne manifeste aucun trouble. 


B. — Essais comparatifs du virus de Nhatrang 
et du virus de Cochinchine. 


a) Inoculation premiére avec virus de Nhatrang; épreuve 
avec virus de Cochinchine. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Le veau n° HO a été inoculé avec du virus de Nha- 
trang le 9 juin 1929. 

Le 10 mars 1930, on lui injecte 200 cent. cubes de sang virulent provenant 
directement de Cochinchine: il ne manifeste aucun trouble. 


DeuxiiMe ExpéRIENCE. — Le boeuf n° 1081 a été immunisé le 9 juin 1928 par 
injections simultanées de sérum et de virus de Nhatrang. 

Le 1¢r avril 1930, on lui injecte sous la peau 100 cent. cubes de virus de 
Cochinchine (sang virulent d’un veau de passage); il ne réagit en aucune 
facon. 


6) Inoculation premiére avec virus de Cochinchine; épreuve 
avec virus de Nhatrang. 


Le veau n° R-A recoit, le 10 mars 1930, 100 cent. cubes de sang virulent 
provenant directement de Cochinchine; la peste évolue chez lui sous une 
forme grave, mais il guérit néanmoins. 


Le 8 avril,on lui injecte 5 cent. cubes de virus de Nhatrang; il ne présente 
aucun trouble. 


C. — Essais comparatifs du virus de Nhatrang 
et du virus du Laos. 


a) Inoculation premiére avec virus de Nhatrang: épreuve 
avec virus de Laos. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Le veau n° P-A a été inoculé avec du virus de Nha- 
trang le 19 février 1930; il a fait une peste typique suivie de guérison. 

Le 23 mai, on lui injecte 200 cent. cubes de virus provenant directement du 
Laos; il ne réagit pas. 


Dsuxiime Expértence. — Le boeuf n° 1076 a été immunisé le 9 juin 1928 par 
injections simultanées de sérum et de virus de Nhatrang. 

Le 31 mai 1930, on lui injecte 40 cent. cubes de virus du Laos (sang d'un 
veau de passage); il ne présente aucun trouble. 
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6) Inoculation premiére avec virus du Laos; épreuve avec 
virus de Nhatrang. 


PrewiiRE EXPERTEN”E. — Le veau n° U-P a été inoculé le 23 mai 1930 avec 
100 cent. cubes de virus du Laos (sang de provenance directe): il a fait une 
maladie graye. 

Le 25 juin, on lui injecte 50 cent. cubes de sang virulent de Nhatrang, il ne 
réagit pas. 


DEvuxiiue ExpERiENcE. — Le veau n° U-O a recu successivement le 24 mai et 
le 28 juin 1930 20 cent, cubes et 50 cent. cubes de virus du Laos; il réagit a 
la premiére injection mais de facon fruste (abcés au point d'inoculation). 

Le 18 juillet, on lui injecte 50 cent. cubes de sang virulent de Nhatrang : 
il reste indemne. 


ae Eereuves AVEC DES VIRUS D ORIGINES DETERMINEES 
DE L'IMMUNITE CONFEREE PAR UN ANTIGENE D’ORIGINE DIFFERENTE- 
7“ 
PREMIERE EXPERIENCE. — Les veaux n°s E-691, E-703, E-716, E-725, E-727 ont 
été vaccinés le 30 mai 1930; on leur a injecté pour cela A chacun 45 cent. 
cubes @un vaccin composé, au toluéne, et préparé avec les organes dun 
veau préalablement inoculé avec du virus de Nhatrang. 
On les éprouve le 18 juin dans les conditions suivantes : 
E-725 et E-716 recoivent chacun 2 cent. cubes de virus de Laos ‘sang de 
passage). 
E-727 el E-691 chacun 2 cent. cubes de virus de Cochinchine (sang (de 
passage). 
E-203, 2 cent. cubes de virus de Nhatrang. Tous restent indemnes. 


Devuxiiwe ExebRmeNCE. — Le vaccin utilisé ici est un vaccin au toluéne pré- 
paré avec les organes d’un yveau préalablement inoculé avee du virus de 


Cochinchine. 
Ce vaccin a été titré méthodiquement, in vivo; il immunisait svlidement le 


veau de 100-120 kilos 4 la dose de 2 cent. cubes, mais pas 4 moins. 

On vaccine deux veaux nes AJD, AJE, chacun d’eux recevant 2 cent. cubes 
du yaccin; un mois apres, on éprouve leur résistance par injection de virus 
du Laos (sang d’un veau de passage); ils résistent l'un et l'autre sans mani- 
fester aucune réaction. 


CONCLUSIONS. 


Les premiéres observations rapportées laissent supposer quel 
existe, entre les divers virus que nous avons étudiés, de légéres 
différences Caction sur lorganisme du veau; wl n'est pas sui- 
prenant en effet que, comme la plupart des microbes pauthogenes, 
Lagent de la peste bovine soit susceptible de variations d activité 
ou d'agressivilé; mais par contre, de ce que nous avons expose 
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ensuile, on peut conclure que les souches virulentes originaires 
du Laos, du Tonkin et de la Cochinchine ne différarent pas, 
quant a leurs qualités immunologiques, du virus de Nhatrang. 

Au surplus, on remarquera que chacune des souches étudiées 
avail bénéficié antérieurement, dans son habitat, de conditions 
tres favorables a Pacquisition éventuelle Mune individualité 
propre; le virus de Vientiane avait subi deux cent cinquantle 
passages sur pores laotiens avant de nous étre adressé; le virus 
de Hanoi, prélevé dans un foyer de peste bovine du delta tonki- 
nots en 1928, avait subi cinquante passages sur des veaux achetés 
duns la région et, par conséquent, provenant délevages du nord 
de UIndochine ou de la Chine; le virus de Cochinchine, recuerlli 
/ut aussi dans un foyer, sur un buffle, pouvart etre considéré 
comme provenant d'une souche qui sentretient depuis plusieurs 
années dans les troupeaux du Sud Indo-Chinots; enfin notre virus 
na eu pour hdles depuis plus de dix ans que des animaux des 
régions voiines de Nhatrang (kKhanh-Hoa, Binh-Thudn et Phu- 
Yén). 

Du fait que ces quatre souches virulentes sont restées des antt- 
genes identiques les uns aux autres, on peut induire quelles 
étaient, de ce point de vue, inaptes a subir des transformations 
durables; et cette constatation autorise a penser que, d'une 
maniéere générale, il nexiste qwun seul virus pestique dans les 
divers pays nfectés de peste bovine. 


La teneur en virus de quelques tissus des animaux 
atteints de peste bovine. 


On a constaté il y a longtemps que, dans l'organisme des 
malades, tous les tissus, toutes les humeurs, toutes les sécré- 
lions et excrétions sont virulents ou peuvent l’étre; mais, a vrai 
dire, on ne posséde aucune précision sur la richesse en germes 
des divers organes ou lissus; cependant, il faut faire exception 
pour le sang; Schein a établi en 1915 que, chez la chevre 
annamite atteinte de peste, au moment du maximum thermique, 
le sang contient environ 25.000 unilés virulentes ou groupes 
d’unités virulentes par centimétre cube. 

Dans le dessein d’étendre nos connaissances sur ce point, et 
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spécialement en vue d’applications & l'étude du vaccin anti- 
pestique, nous avons cherché a évaluer le degré de virulence 
de quelques organes des animaux atteints de peste. 

Les tissus Gtudiés ont été prélevés sur des veaux préalable- 
ment inoculés avec du virus pestique et sacrifiés au moment 
du maximum thermique, du sixiéme au huitiéme jour. 

Les fragments employés 4 la préparation des émulsions 
étaient broyés au mortier en présence de sable stérile et d'une 
pelite quantité d’eau physiologique; on étendait d’eau ensuite 
pour obtenir les dilutions recherchées. 

La virulence des dilations préparées a été éprouvée par ino- 
culation 4 la chévre le plus souvent, parfois au veau. Les sujets 
d’épreuve, chévres ou veaux, qui n’avaient pas présenté de 
réaction caractéristique, ont été réinoculés ultérieurement avec 
du sang virulent. 

Les chiffres que nous avons obtenus ne doivent étre consi- 
dérés que comme approchant la réalité, en raison de l’impré- 
cision d’expériences comme celles-la, mais on en peut tirer 
néanmoins les conclusions suivantes : 

1° Si, ches les veaur expérimentalement infectés de peste 
bovine, tout lorganisme est virulent, la teneur moyenne en virus 
des divers milieux ne parait pas étre considérablement élevée. 

2° Parmi les tissus que nous avons éltudiés, cest la muqueuse 
de la caillette qui s'est montré le plus riche en unités virulentes, 
jusgu'a 300.000 par gramme ; les autres muqueuses, trachéale, 
buceale, vulvo-vaginale et la peau possédent comme le sang, la 
rate, le fore, le poumon, les ganglions lymphatiques, et le thy- 
mus, une teneur nettement inférieure, ne dépassant générale- 
ment pas 30.000 unités par gramme. Ces résultats sont a rap- 
procher du fait que, chez nos veaux inoculés de peste bovine, les 
lésions de la caillette sont dordinaire parmi les plus accusées ; 
ils confirment (électivité de cette muqueuse pour le virus pes- 
tique. 

Ajoutons enfin que, comparativement, le sang a été trouve 
virulent 2 fois sur 3 au 1/25 000, 0 fors sur 2 et O fois sur 3 au 
1/30.000 et au 1/50.000, 1 fois sur 4 au 1/75.000, 0 fois sur 4 
av £/100.000. 
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QUELQUES CONSIDERATIONS 
SUR LINFECTION PESTIQUE 


La question des porteurs chroniques de virus pestique. 


Nul n'ignore aujourd hui l’importance des porteurs de germes 
en matiére d’épidémiologie; or, si l’existence de ces agents 
insoupconnés de la contagion est bien établie pour un certain 
nombre de maladies de l’homme et des animaux, elle est dis- 
cutée en ce qui concerne la peste bovine. 

Nous nous sommes proposé d’étudier cette question en Indo- 
chine. Mais d’abord précisons le probléme. 

Duns l’espéce qui nous occupe, nous pensons quon pourrail 
considérer comme un porteur de germes tout sujet qui,ayant été 
aux prises avec infection pestique, et alors qu’aurait pris fin 
chez lui la période d’évolution des signes de la maladie, recéle- 
rait du virus en quelque point de son organisme ; nous admet- 
tons a preort, ce qui met les choses au pire et ne saurait par 
suite affaiblir les conclusions, qu'un tel sujet serait susceptible 
d’émettre du virus et, par conséquent. de propager la maladiv. 

Dans le cas le plus simple, des malades chez qui la peste ne 
laisse aucune séquelle objectivement appréciable, !évolution 
clinique s’achéve du quinziéme au vingtiéme jour; mais il est 
assez difficile de fixer rigoureusement, du point de vue bacté- 
riologique, le moment ou prend fin la matadie et ot la guérison 
est effective ; aussi n’est-ce que chez les animaux ayant large- 
ment franchi ce stade qwil conviendrait de reconnaitre éven- 
tuellement des porteurs de germes. 

Mais par contre, u est fréquent, en Indochine notamment, 
qua la suite de l’évolution de la peste, les animaux présentent 
pendant plusieurs semaines, et méme plusieurs mois, des signes 
d’entérite chronique, généralement avec diarrhée; on pourrait 
soutenir qu’a ce moment ils sont encore aux prises avec le virus 
pestique et les considérer comme des simples « contagieux » ; 
nous ne le pensons pas et il nous somblerait légitime d’en. faire 
des « porteurs de germes » s’ils continuaient & abriter du virus 
en quelque point de leur organisme; cette conception ne peut 
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en tout cas que renforcer les conclusions & tirer de l'étude que 
nous présentons. 


A. — EvrupE ExpP&RIMENTALE. 


I. — Recherche directe du virus dans les humeurs 
et les tissus danimaur quéris. 


Nous avons cherché a six reprises, mais sans succes, & mettre 
le virus pestique en évidence dans l’organisme de sujets précé- 
demment infectés par inoculation expérimentale. Nous nous 
bornerons a rapporter ici les trois expériences les plus inté- 
ressantes. 


PREMIERE EXPERIENCE. — 1° Le veau n° 709 a été séro infecté le 18 septembre 
1928, mais, un abcés s’étant formé au point @injeclion du sérum, il a fait une 
peste bovine assez violente au cours de laquelle s’est installée une diarrhée 
tenace qui persiste encore aprés deux mois et demi; a ce moment, l’amai- 
grissement du sujet se chiffre par 40 kilogrammes (poids initial : 120 kilo- 
grammes). 

On recueille trois jours de suite ses excréments et chaque fois on en fait 
ingérer 1 litre au veau neuf n° EM. 

On nereléve aucun trouble chez cet animal; éprouvé dans la suite, il fera 
une peste mortelle avec les lésions classiques. 

20 Le 10 décembre, apres avoir effectué les prélevements mentionnés plus 
haut, on sacrifie le veau 709; 4 l’autopsie, on observe sur la muqueuse buc- 
cale et sur celle de la caillette des cicatrices éloilées ; ’aspect de la valvule 
iléo-ceecale et du caecum indique qu’en ces points la muqueuse resle 
enflammée. 

On préléve au niveau de ces diverses lésions des fragments de muqueuse ; 
on les hache et les administre par ingestion au veau neuf ne EN. 

Aucun trouble ne survient chez cet animal; éprouvé ultérieurement il fera 
une peste bovine mortelle. 


DeuxizMe EXPERIENCE. — La vache n° 351-B, inoculée avec du virus peslique 
Je 17 avril 1928, fait une maladie grave puis avorte ltrente-quatre jours apres 
Vinoculation virulente. 

4° On lui prend 50 cent. cubes de sang qu'on injecte au veau ne AT, 

20 On préléve d’autre part un peu du liquide muqueux qui s’écoule du 
vagin avec une glaire lochiale; on émulsionne en eau physiologique et on 
injecte au veau n° AL. 

Le veau AI ne manifeste aucun trouble et reste sensible au virus pestique; 
le veau AL fait au contraire une peste mortelle. 

3° La méme vache s’étant beaucoup amaigrie et restant en tres médiocre 
état, le 6 juin on Jui prend 200 cent. cubes de sang qu’on injecte au veau AU ; 
ce veau reste indemne; éprouvé trois semaines aprés par inoculation de sang 
virulent il présente des oscillations thermiques anormales mais pas de 
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signes nets de peste bovine; on peut considérer qu'il était encore couverl & 
ce moment par limmunité passive résultant de linjection préalable dune 
quantité importante de sang de la vache guérie. 

40 Le 46 juin, on sacrifie la méme vache 351-B; les plaques de Peyer et les 
cotylédons portent les traces d'une inflammation assez vive, chronique ow 
subaigué ; l'utérus contient un liquide de la couleur du marc de café. On fait 
les prélévements nécessaires et on inocule 4 deux sujets neufs; le veaw 
no AV recoit extrait des plaques de Peyer, le veau n° AX, l’extrait des coty- 
lédons et le liquide utérin; ni l'un ni l'autre de ces veaux ne réagit; éprouvés 
un mois et six semaines apres, respectivement, ils feront tous deux une peste 
mortelle, 


Trorsiime EXPERIENCE. — Le veau n° V qui, avant toute intervention, souffrait 
de trachéo-bronchite chronique, est exposé a la contamination par cohabita- 
tion étroite avec des malades; la peste évolue chez lui & partir du 25 mai 
1928; il s’amaigrit progressivement et le 5 juillet on le sacrifie in extremis 
(quarante jours apres le début de la maladie). 

A Vautopsie, on reléve des lésions d’inflammation chronique du cecum et 
du gros intestin. 

On recueille des matiéres dans lVintestin, on préléve des fragments de 
muqueuse qu'on réduit en pulpe; matiére et pulpe sont administrées per os au 
veau n° Bk. 

On jrecueille également des mucosités trachéales et bronchiques, on les: 
dilue et les inocule par voie intratrachéale au veau n° BL. 

Enfin on injecte au veau n® BI 200 cent. cubes de sang de l’animal sacrifié- 

Rien d’anormal ne se produit chez les veaux BE, BK et BL; éprouvés res- 
pectivement le 114 septembre, le 25 septembre et le 7 octobre, ils feront tous 
les trois une peste mortelle. 


Il. — Essais de mise en évidence de linfectiosité 
des animaux guéris. 


PREMIERE EXPERIENCE. — On fait cohabiter pendant un mois 1 veau neuf 
n° D-794 et 3 veaux n° KG, 699 et JC qui ont été inoculés avec du virus pes- 
lique un mois avant et qui, trés amaigris par la maladie, en ont gardé une 
entérite caractérisée avec diarrhée. 

Ces animaux sont logés dans une stalle exigué ; !herbe, qui constitue toute 
leur ration, leur est donnée a méme le sol; ils la piétinent et la souillent de 
leurs déjections; enfin, ils n’ont pour boire qu’une augette commune; on 
pouvait penser que, dans ces conditions, le sujet sain échapperait bien diffi- 
cilement a la contagion si parmi les malades se trouvait un porteur de 
germes susceptible de transmettre la peste; or, cet animal est resté indemne ; 


éprouvé ullérieurement par inoculation de {sang virulent il a fait une peste 
classique. 


DEUXtiME EXPERIENCE. — En septembre 1929, on choisit 26 jeunes bovins de 
quinze mois 4 quatre ans qui ont fait antérieurement la peste, et dont l’étal 
général estresté tres médiocre (maigreur accusée, poil terne et piqué, alter- 
natives de constipation et de diarrhée, etc.); ces animaux ont eu la peste 
respectivement aux époques suivantes : 
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aes Seo eset. oe 2emMois avant liexpérience: 
lias ‘ 4 — _ 
Ome : 5 5 — = 
4h, 6 — — 
3 8 — _ 
2. 9 — — 
Bis 5 12 — — 
die 13° — = 
ds i9 — -- 
dee 240 — — 
Ass 22 — — 
2 26 — == 
Prag 29 — = 
din, 360 — = 


On joint 4 ces 26 guéris 1 veau neuf du laboratoire et on méle les 27 sujets 
aux animaux du troupeau d’un fermier indigéne; ce troupeau comprend 
3 beeufs de plus de six ans, 3 boufs et 3 vachesde moins de cing ans, 2 jeunes 
veaux; les 3 hceufs les plus Agés peuvent étre considérés comme résistants 
a Vinfection pestique, car la maladie a frappé le bétail de la région en 1922- 
4923; les 8 autres animaux au contraire, nés sur place et poslérieurement a 
cette Epoque, peuvent étre considérés comme réceptifs; tous les animaux 
vivront ensemble pendant six mois. passant la journée en vaine pature sur 
les friches du voisinage et groupés pour la nuit dans un enclos rudimentaire, 
A méme le sol et a ciel ouvert. 

Au cours de l’expérience, 8 des sujets précédemment frappés de peste sont 
morts, l'un d indigestion, les autres d’épuisement progressif; mais on n/a 
rien observé de particulier chez les animaux du fermier, ni chez le veau neuf 
du laboratoire. 

L’expérience terminée, c’est-a-dire aprés six mois de cohabitation, on 
raméne au laboratoire les 18 sujets guéris, le veau neuf et l'un des animaux 
du fermier, un taurillon de quatre ans. 

Ces deux derniers, faisant office de témoins, sont éprouvés par inocula- 
tion de sang virulent; ils contractent tous les deux une peste grave; on 
sacrifie le taurillon le sixiéme jour, le veau meurt le onziéme jour; les obser- 
vations a l’autopsie viennent confirmer les symptomes cliniques de peste. 


B. — Fairs b’oBsEervaTION. 


Premiérement. — L'Institut Pasteur posséde a Sudi-Giao, a une vingtaine 
de kilométres de Nhatrang, une station d’élevage annexée au laboratoire; 
nous y entretenons un troupeau de 500 vaches qui fournissent au service de 
la peste bovine les veaux nécessaires 4 la préparation du sérum et du vac- 
cin antipestiques ainsi qu’aux recherches sur les maladies du hétail indo- 
chinois; toutes ces vaches ont été séro-infectées, les unes dans la station, 
les autres A Nhatrang; ces derniéres ont pris place respectivement dans le 
troupeau six ou huit semaines aprés la séro-infection: leurs veaux sont en 
majeure partie employés 4 Nhatrang comme nous l’avons dit, mais les plus 
beaux sont conservés comme éléves, les femelles pour la reconstitution du 
troupeau de vaches, les males pour servir ultérieurement de beeufs produc- 
teurs de sérum ou de beeufs de travail; ces sujets sélectionnés sont immn- 
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nisés A quinze mois contre la peste bovine, 4 Nhatrang, par séro-infection - 
et renvoyés six semaines aprés dans la station d’élevage. Enfin, c’est a 
Sudi-Giao que nous mettons a lVengrais, pour les livrer ensuite au com- 
merce, les animaux qui oul été employés 4 Nhatrang au passage du virus. 
peslique ou aux inoculations expérimentales de peste bovine et dont lorga- 
nisme n’a pas été irrémédiablement lésé par Vinfection pesuque. 

Si nous ajoutons maintenant que les veaux qui naissent des 500 vaches de 
notre élevage sont aptes A contrater la peste a partir de leur troisiéme 
mois, qwils sont constamment en contact avec les vaches, qu’ils voisinent 
avec les autres animaux de la station et se nourrissent sur les mémes patu- 
rages que ceux-ci, on comprendra que, n’ayant jamais observé un cas de 
contamination pestique parmi eux de 1924 4 1931, nous considérions lexis- 
tence des porteurs de germes comme une éventualité plutot exceptionnelle 
dans la peste bovine du bétail d’Indo-Chine. 

Deuxiémement. — 1] y a des provinces entiéres en Indo-Chine, et méme de 
vastes régions comprenant plusieurs provinces, ott la peste bovine sévit de 
facon permanente, ne touchant généralement qu'une partie du territoire, 
mais y subsistant toujours en guelque point; c’est 1a que lon pourrait étre 
tenté d'incriminer les porteurs de germes; leur intervention expliquerait, en 
effet, la formation souvent incomprise de foyers apparemment sans relation 
les uns avec les autres et en des régions visitées peu de temps avant par le 
contage. Mais on peut donner 4 cela d’autres explications; nous mentionne- 
rons parmi elles lintroduction dans les troupeaux de sujets réceptifs prove- 
nant de lointaines régions d’élevage, sujets dont le roéle se borne parfois a 
alimenter les fovers existants, mais qui peuvent au surplus servir de véhi- 
cule au virus pestique; nous ferons observer aussi que l’application des 
mesures sanitaires et prophylactiques, si elle permet en de nombreux cas 
de protéger les territoires encore indemnes en étouffant les foyers existants, 
ne réalise pas toujours l’éradication totale de la contagion, laissant ainsi 
subsister le danger, et parliculitrement pour les effectifs qui, grace 4 elle, 
avaient échappé a cette contagion. F 

1] existe aussi en Indo-Chine, par opposition aux zones ott la peste prend 
les aspects d’une contagion endémique, des régions oti elle disparait com- 
plétement et pour ne pas reparaitre de longtemps, aprés avoir brutalement 
frappé leur bétail. On n’a pas observé un seul cas de peste bovine dans les 
provinces du Sud-Annam depuis environ huit ans, pas un cas non plus dans 
le Phu-Yén, vaste réseryoir de bétail, depuis prés de vingt ans; enfin, le 
chef de Service vélérinaire de l’Annam nous signalait récemment que, » de 
mémoire dhomme, on n’ayait pas vu de peste bovine dans le Centre- 
Annam ». Or, nous l’ayons dit, les veaux annamites nés de parents précé- 
demment touchés par la peste deviennent réceptifs entre trois et six mois; 
on s’expliquerait mal que, dans les immenses troupeaux que représente le 
bétail des régions dont nous parlons, la peste puisse rester absolument 
inconnue pendant si longtemps, s'il s’y trouvait des porteurs chroniques de 
virus. 


ConcLusions. 
Ainst, mis a part le cas de la vache qui venait d'avorter, il ne 


nous a pas été possible de retrouver expérimentalement le 
virus pestique chez des sujets quéris qui, cependant, pouvaient étre 
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lenus pour suspects de ce point de vue; et nous avons montré, 
Tautre part, que certaines considérations épidémiologiques s’al- 
liavent mal a Vhypothése de Vexistence de porteurs chroniques 
de virus pestique. 

Sans doute les arguments présentés ici ne sont que des argu- 
ments négatifs ; sans doute pourrait-on objecter que la recherche 
du virus a été effectuée chez des sujets quéris de peste bovine 
imoculée et non de la maladie contractée; nous nirons done pas 
jusqwa considérer comme absolument impossible que certains 
malades restent porteurs de germes aprés la quérison, mais, de 
ce que nous avons exposé, il ressort, croyons-nous, gue de tels 
sujels, Sls existent, sont trés rares. Il semble done quwen tout 
état de cause leur réle suit trés réduit en Indo-Chine, dans la 
perpetuation du contage et la formation des foyers de peste 
bovine; ul ne saurait étre comparé par exemple a celui des por- 
teurs du bacille de Liffler ou du bacille d'Eberth et son impor- 
lance west certainement pas telle qwil pursse agyraver sensible- 
ment les conditions de la lutte contre les épizooties de peste 


L'infection pestique inapparente. 


A la question des porteurs chroniques de virus pestique se 
rattache celle des sujets chez lesquels l’infection se développe 
silencieusement, dans les limites de temps oti se fait habituel- 
lement |’évolution de la maladie ordinaire. 

Nous avons observé maints exemples de celte modalité de 
lVinfection et plusieurs fois nous avons pu controler la présence 
du virus dans l’organisme; en voici quelques cas précis : 


Al. — L’APTITUDE DU SUJET A DISSIMULER SON INFECTION 
EST NATURELLE. 


Premiere Expérinnce. — Un boue de race indienne est inoculé le 3t juillet 
1928 avec 1 cent. cube de sang virulent du veau n° 365-A; il ne manifeste 
aucun trouble; sa température reste normale, il mange el méme engraisse 
par suite sans doute de la stabulation qui lui est imposée, et, cependant, 
linfection pestique se développe dans son organisme. 

En effet, le 4 et le 5 aout d’abord (quatre et cing jours aprés l’inoculation), 
on préléve dans ja jugulaire 10 cent. cubes de sang qu’on injecte au veau 
n° CV; ce veau contracte la peste et meurt. Puis le 7 et le 8 aout (sept et 
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huit jours apres inoculation), on inocule dans les mémes conditions le veau 
n° C-654; ce veau fait une peste classique; on le sacrifie le septiéme jour, 
a des fins expérinmentales. 


Dsuxizme ExpERIENcE. — Une brebis du Yunnan recoit, le 28 octobre 1128, 
4 cent. cube de sang virulent du veau n° 378-B; elle ne présente par la suite 
aucun signe morbide et, néanmoins, son sang contient du virus pestique. 

En effet, chaque jour, du cinquiéme au onziéme jour de la maladie, on pré- 
leve 10 cent. cubes de sang qu’on injecte au yeau n° EA; ce veau contracle 
la peste et meurt. 


B. — LiaprirupE DU SUJET A DISSIMULER SON INFECTION 
RESULTE DE QUELQUE TRAITEMENT. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Le 21 octobre 1928, le veau n° 761 recoit simultané- 
ment,en deux points, 1 cent. cube de sang virulent et 90 cent. cubes de sérum 
anlipestique; aucun signe clinique ne se manifeste; pas de fiévre, pas de 
changement dans Vhabitus. 

Le sixiéme et le septiéme jour, on lui prend 50 cent. cubes de sang qu'on 
injecte au veau n° C-766 ; ce veau contracte une peste trés grave, dont il guérit 
pourtant. 


DEUXIEME EXPERIENCE. — Le veau n° 634-A, vacciné par injection de pulpe 
de poumon en octobre 1927, est éprouvé en janvier 1928 par inoculation de 
2 cent. cubes de sang virulent; il ne présente pas de réaction; la vaccination 
a été efficace. 

Mais sept jours apres inoculation virulente, on lui prend 20 cent. cubes 
de sang quon injecte au veau n° A-869; ce veau fait une peste bovine typique 
et meurt. 


CONCLUSIONS. 


La peste bovine peut évoluer sous une forme absolument inap- 
parente chez certains sujets considérés comme réfractaires & son 
atleinte ou artificiellement 1mmunisés contre elle. 

Lexistence de linfection inapparente se traduit par la viru- 
lence du sang dans les jours qui suivent Cinoculation de virus 
pestique ; vl paratl superflu dajouter que cette infection silen- 
cieuse est en quelque maniére une infection avortée; on com- 
prend que, dans ces conditions, le virus ne se dévelospe ni abon- 
damment ni longuement dans lorganisme et que l'on ne réussisse 
pas réguliérement a ly mettre en évidence. 

Cet état particuler de réceptivité représente le premier degré 
de la sensibilité a la peste hovine; de l'infection inapparente a 
(infection mortelle, il y «a place pour tuutes les formes de la 
réaction et toutes ces formes sont connues. 
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Du point de vue pratique, car on ne saurait douter de la pos- 
sihihté de linfection inapparente apres contamination naturelle, 
cette constatation appelle une remarque importante. On peut 
penser, et Texpérience semble le confirmer, que d'ordinaire les 
animaux en état dinfection inapparente ne sont pas contagieux ; 
mais ce que l'on sait de la pathogénie de la peste bovine condutt 
a admetire qwils sont susceptibles de le devenir; la résistance 
particuliére, acquise ou spontanée, quils opposent & la maladie 
napparait pas comme un état parfaitement stable, elle peut 
étre surmontée; on concort ainsi que, chez de tels sujets, a Vin- 
fection inapparente puisse se substituer une forme trés légere 
de la maladie, qui, sans éveitler de soupcons, fasse deux des 
malades, et des malades contagieux; tls pourraient done a loc- 
casion jouer un réle important dans la propagation de la mala- 
die, sur place ou a distance. 


La réceptivité du lapin pour le virus de la peste bovine. 


Ayant ainsi constaté que cerlains animaux des espéces récep- 
tives contractaient la peste bovine sous une forme inapparente, 
nous nous sommes proposé de rechercher si cette modalité de 
linfection ne se réaliserait pas, aprés l’inoculation expérimen- 
tale, chez le lapin considéré jusqu’a présent comme réfractaire 
au virus pestique. 

Pour donner plus de netteté aux réaclions éventuelles, nous 
avons sensibilisé les lapins préalablement 4 Vinoculation viru- 
lente, par une injection de sang virulent défibriné, puis stéri- 
lisé par le formol ou, plus souvent, par une injection de 
pulpes organiques virulentes stérilisées et reconnues sans acti- 
vité préventive. 

Nous avons essayé 4 huit reprises de transmettre l’infection 
pestique du veau au lapin d’Indo-Chine par injection sous- 
cutanée de sang virulent; six fois nous avons pu meltre le 
virus en évidence dans l’organisme du lapin au premier pas- 
sage; par contre, il n’a pas été possible de le retrouver dans 
l’organisme des lapins du deuxiéme et du troisiéme passage. 
Enfin, dans les cas positifs, c’est cing ou six jours aprés |’ino- 
culation virulente que le virus a pu étre décelé. 

Annales de U Institut Pasteur, t. XLVIU, n° 3, 1932. aif 
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Voici, d’ailleurs, les plus significatives des expériences effec- 
tuées : 


Premibre exeéRIENCE. — Le 13 février 1930, on sensibilise 6 lapins males de 
huit mois par injection a chacun de 1 cent. cube de sang virulent défibriné, 
puis formolé a 2 p. 1.000. 

Le 27, on leur injecte a chacun 1/2 cent. cube de sang virulent du veau 
ne V-2; chaque jour ensuile, on saigne Aa blanc l’un des lapins; le sang des 
deux premiers (premier et deuxi¢me jour aprés l’inoculation virulente) est 
injecté au veau n° SQ; le sang des deux suivants (troisiéme et quatrieme 
jour) au veau n° OT; le sang des deux derniers (cinquiéme et sixieme jour) 
au veau n° OU. 

Les deux premiers veaux restent indemnes, le veau QU fait la peste et 
meurt dix jours aprés la deuxiéme inoculation. 

Ainsi, on a décelé la présence du virus pestique dans le sang des lapins 
inoculés cing et six jours avant la saignée, mais pas dans le sang des lapins 
inoculés un, deux, trois et quatre jours avant; il y a donc, chez le lapin, une 
période d’incubation, et il s’agit bien dans son organisme d'une infection. 


Deuxrime EXpERIENCE. — Le 4° avril 1920, on sensibilise 9 lapins, nes 1 a 9, 
par injection sous-cutanée de pulpes vaccinales inactives. Le 7 mai, on 
injecle a chacun d’eux 1 cent. cube de sang virulent fourni par les veaux 
nes 405-B et 405-C. La recherche du virus dans Vorganisme des lapins est 
effectuée de la maniére suivante : 

Premiére partie. — Le 13 mai, donc six jours aprés V’inoculation virulente, 
on saigne a blanc les lapins 2, 5, 8, puis onpréléve le foie, la rate, ’estomac, 
et des fragments de l’intestin 4 différents niveaux; on hache ces tissus et les 
broie; on en administre une partie (50 grammes) au veau n°? HV par inges- 
tion; on émulJsionne le reste dans 10 parties d’eau physiologique, on filtre 
sur bougie Chamberland F sous 1 kilogramme et on inocule le filtrat au 
méme veau par voie sous-cutanée. j 

Dans les jours qui suivent, ce veau présente des irrégularités thermiques 
damplitude réduite; le seizieme jour, il commence a réagir netlement; les 
signes cliniques ordinaires se manifestent el l'animal meurt le 6 juin; les 
lésions relevées a l’autopsie sont bien des lésions de peste bovine (ulcéra- 
tions palatines et de la caillette). 

Deuxiéme partie. — Les 13, 14 et 145 mai, soil six, sept et huit jours aprés 
Yinoculation virulente, on prend 1 cent. cube de sang 4 chacun des lapins 4, 
4, 7 pour inoculer immédiatement le veau n° HE. Ce veau commence a réa- 
gir apres une semaine; on note une hyperthermie de 3°, des phénoménes 
congestifs, des phlycténes buccales; l’animal mourra sept semaines aprés 
Vinoculation. 

Ainsi, la présence du virus pestique a été mise en évidence a la fois dans 
les tissus et dans le sang de lapins inoculés une semaine plus tot. 

L’autopsie de ces lapins n’a donné lieu & aucune constatation intéressante ; 
au surplus, les 6 autres lapins nes 4, 3, 4, 6, 7, 9 inoculés en méme temps 
qu’eux et qu’on a observés pendant un mois n’ont présenté aucun signe 
pathologique, pas de modification thermique a retenir, pas de changement 
dans Vhabitus. 


TROISIEME EXPERIENCE. — Le 28 octobre 1929, on sensibilise 4 lapins n°s 39, 
40, 41, 42 par inoculation de pulpe vaccinale d’activité trés médiocre. 
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Premier passage. — Le 20 novembre, on injecle 4 chacun des deux lapins 
30 et 40, 1/2 cent. cube de sang virulent des yeaux n°s ML et 433-E. 

Les 25 et 26, on leur prend a chacun 2 cent. cubes de sang pour inoculer 
le veau n° D-877 et les deux autres lapins nes 41 et 42. 

Le 27, on saigne le lapin n° 39 & blanc, injecte son sang (20 cent. cubes) 
aux mémes sujets; on prépare, selon la technique précédemment indiquée, 
une pulpe de quelques-uns de ses tissus el l'administre par ingestion au 
veau n° D-877. 

Ce veau fait la peste bovine aprés une incubation de trois jours: le 4 dé- 
cembre, on lui prend 10 cent. cubes de sang et on inocule le veau n° 436-H; 
celui-ci fait la peste, & son tour, eb en meurt; le veau n® D-877 lui-méme est 
sacrifié six jours apres l’'apparition des premiers signes de peste, el les 
lésions relevées 4 l'autopsie confirment encore le diagnostic, 

Deuxiéme passage. — Le 1" et le 2 décembre, on prend 2 cent. cubes de 
sang a chacun des lapins n° 41 et 42 inoculés les 25 el 26 novembre, et on 
injecte au veau n° MS. 

Le 3, on saigne a blanc le lapin n° 42, injecte son sang A MS, puis prépare 
une pulpe de ses tissus, et l’'administre au méme veau. Ce veau ne manifeste 
aucun trouble; réinoculé trois semaines aprés, il fera une peste ordinaire. 

En résumé, le virus pestique a pu éltre retrouvé dans l’organisme des lapins 
du premier passage, mais pas chez les lapins du second passage. Notons 
que lobservation de ces lapins, qui, pour 40 et 41 a été poursuivie pendant 
deux mois, n’a révélé avcun signe morbide. 


CONCLUSIONS. 


Atnst, le lapin d'Indo-Chine nest pas indifferent au virus de 
la peste bovine; on doit le considérer comme étant a cet égard 
a la limite de la réceptivité, car [infection pestique évolue ches 
lut sous une forme inapparente, sans délerminer de trouble 
appreciable; cette infection paratt étre dailleurs difficilement 
transmissible en série, par les procédés expérimentaur usuels, 
aux supets de la méme espece. 

Cette constatation de Cinfection inapparente du lapin et les 
observations du méme ordre que nous exposions dans le chapitre 
précédent conduisent & penser que, dune maniére trés générale, 
la réceptivilé des organismes au virus pestigue est affaire d'espece 
et non de race et que, par exemple, si le pore ne contracte pas la 
peste bovine dans tous les pays, u nen est pas moins partoul sen- 
sible au virus pestique, a quelque race gu il appartienne,; la re- 
cherche systématique du virus dans Corganisme de porcins appar- 
tenant & des groupes ethniques consedérés comme réfractaires 
permettrait sans doute de les classer purme les sujets chez lesquels 
Linfection évolue, si discréte soit-elle, et reste inapparente. 


(Institut Pasteur de Nhatrang, Indo-Chine.) 


RECHERCHES SUR LA STRUCTURE DE LA GELATINE 


par Jean-Jacoues TRILLAT, docteur és sciences. 


On sait depuis longtemps que la gélatine, examinée au 
microscope polarisant a I’état étiré, est biréfringente, ce 
qui indique que sous cet état elle posséde une anisotropie de 
structure. Plus récemment, des recherches basées sur la dif- 
fraction des rayons X ont apporté & cette question un certain 
nombre d’éclaircissements nouveaux; nous avons pensé qu'il 
était peut-étre intéressant pour les biologistes de résumer ces 
travaux, ainsi que les recherches auxquelles nous avons été 
conduit. 

Nous n’indiquerons ici que les résultats essentiels, sans 
insister sur le détail des interprétations des spectres, que l’on 
trouvera dans un autre recueil (J.-J. Trillat. Journal de Chimie- 
Physique, 1932). 


Lorsqu’on place devant un fin collimateur, délimilant un 
pinceau de rayons X monochromatiques, une substance a l'état 
microcristallisé, on sait que l’on obtient sur une plaque photo- 
graphique placée derriére des séries d’anneaux concentriques 
d’ot il est possible de déduire la structure cristalline de cette 
substance (1). 

Si le corps étudié n’est pas cristallisé, s'il s’agit par exemple 
d'un liquide ou de certains colloides organiques, on obtient 
sur la plaque [un ou plusieurs halos & contours plus ou moins 
bien définis, d’ot' Jon peut également déduire un certain 
nombre de renseignements sur la structure de l'état dit 


/o. 


«amorphe » (2). Enfin, il arrive que certaines substances pré- 


(1) Voir M. vt Brocrie. Les rayons X. Confér.-rapport. Les Presses univer- 
sitaires, éditeur; Dauvittmr. La technique des frayons X. Les Presses univer- 
sitaires, éditeur; J.-J. Trivtar. Les applications des rayons X. Les Presses 
universitaires, 1930. : 

(2) J.-J. Triutat. Journ. de Chimie-Physique. 
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seatent, suivant les circonstances, a la fois les deux élats : on 
trouve alors sur le diagramme des anneaux fins (caractérisant 
état cristallin) et des halos (caractérisant l'état amorphe) : ce 
qui signifie que les deux phases coexistent dans le corps étudié, 
el c'est précisément ce qui a lieu pour la gélatine dans certains 
cas. 

Pour terminer ce rapide apercu de ce que donne la méthode 
de diffraction des rayons X, nous rappellerons enfin que, si la 
substance étudiée présente une orientation privilégiée de ses 
cristaux ou de ses molécules, le diagramme présente une 
apparence particuliére que l’on désigne sous le nom de « dia- 
gramme de fibres ». Au lieu d’anneaux ou de halos complets, 
on n’a plus que des fractions de ceux-ci; la position de ces ren- 
forcements el leur intensité permet de tirer un grand nombre 
de renseignements trés importants sur la structure intime de 
la substance. 

Ceci a été appliqué un trés grand nombre de fois ces derniéres 
années, notamment dans l'étude de la cellulose et du caout- 
chouc étiré; nous allons en donner ici une autre application au 
cas de la gélatine. 


I. — Etude de la gélatine non étirée et étirée. 


Un certain nombre d’auteurs se sont atlaqué au probleme de 
la structure de la gélatine par cette méthode (1). Parmi ceux-ci 
on peut citer les importants travaux de Katz, Gerngross, Clark 
et Lanyon, Herzog, Meyer, Hermann (2). 

Dans le présent travail, nous avons cherché d'une part a 
étudier influence du séchage sur l’orientation de la gélatine, 
ainsi que l’influence de |’étirement, puis le processus du gon- 
flement par l'eau; les résultats expérimentaux permettent de 
déduire un certain nombre de renseignements sur la structure 
méme de la gélatine (3). 


(1) Pour plus de détails, le lecteur se reportera aux ouvrages cités plus haut. 

(2) Karz et Gerncross. Naturwiss, 44, 1925, p. 901; Kot. Zert., 39, 1, 1926, 
p. 1841; Crark et Linyon. Applied X Rays, 1927, p. 194; Meyer 'et Marx. Biochem, 
Beihefle, 244, 1929, p. 253; Hermann. Zeit. f. Phys. Chemie, 10, 1930, p. 1375 
Herzoc. Helv. Chim. Acta, 11, 1928, p. 529. 

(3) J.-J. Trittat. C. R. Acad. Sc., 27 janvier 1930. 
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Nous avons d’abord étudié une feuille de gélatine de Py =6,2, 
contenant 0,4 p. 100 de cendres, en utilisant la méthode expé- 
rimentale décrite plus haut (rayons K du cuivre). L’examen a 
été effectué suivant deux ou trois directions rectangulaires, 
d’aprés une technique que nous avons déja appliquée anté- 
rieurement A propos des films de nitro- ou acétocellulose 
(Journ de Physique, oct. 1930 et févr. 1931). 

Cette gélatine a été étudiée d’abord au repos,apres séchage 
sur un filet, et ensuite & l’état allongé (200 p. 100). 


a) Erepe pe La GELATINE NON BTIREE. — Nous n’insislerons 
pas ici sur le détail des interprétations et des mesures pour les- 
quelles nous renvoyons le lecteur au Journal de Chimie 
Physique (loc. cit.). Nous nous contenterons de donner le 
résultat des mesures et leur interprétation. 

Suivant que l’on examine la gélatine séchée sur un filet per- 
pendiculairement a la surface de séchage ou parallélement, on 
obtient deux diagrammes différents. Dans le premier cas (fig. 1, 
pl. I) on a un halo entouré de deux anneaux fins; dans le 
deuxitme cas, il apparait des renforcements tout a fait nets sur 
ces anneaux ou sur ce halo (fig. 2, pl. I). 

Les anneaux fins sont attribuables 4 une diffraction cristal- 
line; leur largeur est cependant un peu trop grande pour étre 
due & des cristaux parfaitement formés, et on doit admettre 
que ces cristallites sont ou bien trés pelits, ou bien présentent 
des déformations. Nous rappellerons qu’il se produit la méme 
chose dans le cas des acétyl et nitrocelluloses, comme nous 
avons montré antérieurement (voir J.-J. Trillat. Journ. de 
Phys., octobre 1930 et février 1931). 

Le grand halo, 4 contour mal défini et & bords peu nets, pré- 
sente au contraire tous les caractéres des halos obtenus par la 
diffraction des rayons X dans les liquides ou les corps amorphes. 
La aussi, on retrouve le méme phénoméne que pour les acétyl 
et nitrocelluloses, et l'on peut en déduire, comme nous l’avions 
fait pour ces derniéres substances, que la gélatine étudiée se 
compose d’une partie amorphe et d’une partie cristallisée. Il 
existe donc deux états coexislants de la gélatine, dont l'un cor- 
respond & un arrangement péricdique, et l’autre & un arran- 
gement stalistiquement désordonné, présentant seulement une 
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valeur d’écartement intermoléculaire moyen. Comme nous le 
verrons plus loin, on peut rapporter le premier état & une 
phase fortement polymérisée, et le second état & une phase 
faiblement polymérisée; on retrouve la une conception ana- 
logue & celle que nous avions proposée pour les dérivés cellulo- 
siques et que d'autres auteurs ont proposée également pour le 
caoutchouc, ce qui montre la grande généralité de cette struc- 
lure de l'état colloidal solide. 

L’obtention de diagrammes présentant des renforcements 
(fig. 2, pl. I) est caractéristique d'une orientation provoquée 
sans doute par la contraction due au départ de l'eau et 
aux tensions internes qui en résultent. Si les molécules ou 
micelles de gélatine étaient sphériques, un tel phénoméne ne 


BiGuee 


pourrait pas se produire; il faut pour cela qu’elles aient une 
forme allongée, et cette simple expérience nous améne déja a 
concevoir des éléments structuraux trés dissymétriques. 

La partie cristallisée (anneaux fins) s’oriente mieux que la 
partie amorphe; ceci signifie probablement que cette derniére est 
formée d’éléments moins allongés, et de longueurs assez dilfé- 
rentes les unes des autres; c’est ce qui améne a penser qu'il 
s’agit d'une phase moins polymérisée que celle qui constitue la 
partie cristalline. 

La figure 1 indique comment J’on peut se représenter la dis- 
position des axes des micelles dans la tranche et suivant la sur- 
face de la feuille de gélatine. Comme nous verrons plus loin, 
la partie cristalline de la gélatine est conslituée par des chaines 
allongées (chaines de valence principale suivant Meyer et 
Mark), composées de restes d’acides aminés; ces chaines ont 
tendance & se coucher 4 plat parallélement au support du 
séchage, comme cela a lieu, & un degré moindre, pour les 
films d’acétate ou de nitrocellulose (J.-J. Trillat, loc. cit.). 
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6) Erupe pe va GKLATINE ETIRGE. — Un nouvel élément d’étude 
va nous étre donné par l’examen de la méme feuille de géla- 
tine, fortement étirée suivant une direction & 200 p. 100. Dans 
ce cas, & l'inverse du cas précédent, on obtient un diagramme 
sans renforcements (isotropie), lorsqu’on examine la bande de 
gélatine suivant la direction de latraction (voir schéma2 etfig. 4, 
pl. If). Au contraire, les diagrammes pris normalement a la 
surface de coulée et suivant la tranche, perpendiculairement a 
la direction de la traction, montrent une orientation trés intense 
(schéma 2 et fig. 3, pl. If); le cliché est caractéristique de 
cette orientation. L’anneau de grand diamétre se scinde 
en deux secteurs suivant deux directions perpendiculaires ; 
le halo amorphe présente aussi deux trés forts renforcements 
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et prend un peu Llapparence d’une ellipse; enfin il apparait 
quatre points dinterférence bien définis, symétriquement 
placés par rapport au centre. 

Ce dernier diagramme, trés net, indique un degré de symétrie 
supérieur & celui observé dans le cas précédent; il existe un 
axe d'orientation paralléle a la direction d’étirement, et la struc- 
ture de la gélatine sous tension se rapproche de celle d’une 
structure cristalline bien orientée. Des diagrammes assez sem- 
blables sont fournis par les gels d’acétate ou nilrocellulose étirés. 
La présence de ces quatre points définissant deux « lignes de 
couches » (Schichtlinien) permet, suivant les relations de Po- 
lanyi, de calculer la période d’identité suivant l’axe de traction 
ou d'orientation. On trouve ainsi environ; a= 9,3A(1 A=10-8 
centimétres). A l’équateur, l’écartement entre les plans réticu- 
laires donnant lieu aux deux taches intenses de diffraction est de 
d=11,9A. Il n'est pas possible, sans faire certaines hypo- 
théses, d’établir avec ces éléments les trois dimensions de la 
cellule élémentaire, l'une de celles-ci devant cependant étre 


RECHERCHES SUR LA STRUCTURE DE LA GELATINE 405 


égale a 9,5 A: quoi qu’il en soit, la distance trouvée correspond 
probablement a la longueur d’un seul groupe C#H*NO, placé 
suivant l’aréte de la cellule en admettant en premiére approxi- 
mation une symétrie rhombique. 

Ainsi, par élirage, la gélatine présente une structure ana- 
logue a celle d’autres substances connues comme possédant une 
disposition micellaire ordonnée. Le simple séchage sur un filet 
améne déja& une orientation des micelles parallélement au 
support, el la traction régularise cette orientation suivant le 
sens de l’étirement. La disposition des micelles peut étre repré- 
sentée alors par le schéma de la figure 2. 

De ce résultat, on peut tirer la conclusion que non seule- 
ment la partie cristalline de la gélatine s’oriente, mais aussi la 
parlie amorphe, ce qui résulte d’un empilement suivant la direc- 
tion de traction des molécules allongées et parallélisées. 
Sans quwil apparaisse de structure & trois dimensions, cette 
phase amorphe s’oriente donc de la méme facon que la partie 
cristalline. 

Ces divers résultats permettent de se faire une idée plus 
compléte de Ja constitution de la gélatine. Dans ce cas, comme 
dans celui de la cellulose, du caoutchouc ou de la soie naturelle, 
il se forme des chaines moléculaires ou «chaines de valence 
principale » (Meyer, Joc. c7t.), par accolement bout a bout de 
groupes élémentaires ayant une longueur de 9,5 A. Dans 
le cas de la cellulose, les chaines sont, comme on sait, formées 
par des restes glucosidiques reliés par un atome d’oxygéne, 
ces chaines possédant une longuear variable suivant la nature 
de la cellulose étudiée. Dans Ja gélatine, il en est de méme 
pour la partie cristalline, les chaines étant constituées ici par des 
restes d’acides aminés; mais on sait que cette substance con- 
tient 15 ou 16 acides aminés différents, alors que la ceilulose 
est seulement composée de la répétition du méme élément 
CsH“O° et le caoutchouc par la répétilion du méme élément 
C°H? ou isoprene. La théorie de Meyer sur les chaines de valence 
principale est, d’autre part, la seule qui permette de rendre 
compte des particularités observées dans nos diagrammes. Il 
faut done admettre, comme le pense aussi Hermann, que les 
divers éléments constitutifs des chaines de la gélatine sont trés 
voisins chimiquemenlt; la formation de chaines constituées 
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d’éléments divers, mais trés voisins, explique ainsi Ja forma- 
tion de chaines des polypeptides. Comme pour les autres corps: 
possédant cette propriété, les chaines de valence principale sont 
unies latéralement par des forees de valence secondaire, ce qui 
explique l’apparition de cristallites, moins bien formés que de 
vrais cristaux, mais susceptibles tout de méme de donner lieu 
a des diffractions cristallines. Ces chaines constituent, a vrai 
dire, une phase fortement polymérisée, la polymérisation pro- 
venant précisément de l'accolement d’un grand nombre de 
groupes élémentaires qui se répétent suivant chaque chaine. 
C’est en quelque sorte l’armature de la gélatine. 

Quant a la partie amorphe, nous avons vu qu'elle n‘était 
pas capable de donner lieu & un arrangement a trois dimen- 
sions; elle est vraisemblablement constituée par les mémes 
substances que la partie « cristallisée », mais sous une forme 
physique différente, analogue a celle qui serait présentée par un 
liquide brusquement solidifié avec tous ses états de probabilité 
statistique. Nous pensons que cette partie renferme la plus 
grande quantité de l'eau contenue dans la gélatine, et quelle 
est incapable de donner lieu a la formation de longues chaines 
(faible indice de polymérisation). Elle forme en quelque sorte 
le ciment entre les micelles, celles-ci pouvant se toucher par 
quelques points (attraction latérale des chaines) en donnant 
une structure assez analogue a celle d'une éponge. 

Cette structure & deux phases (amorphe et cristalline) parait 
générale pour un trés grand nombre de corps (caoutchouc, 
dérivés cellulosiques, etc.). Ces résultats présentent aussi un 
intérét en biologie, car les collagenes sont trés répandus dans 
la nature vivante, et un grand nombre de phénoménes dus par 
exemple 4 la contraction ou a |’élirement peuvent étre rappro- 
chés des résultats obtenus. 

Enfin, il est important de noter que ces phénoménes d’orien- 
tation de la gélatine décelés aux rayons X s’accompagnent 
d’une augmentation considérable de la résistance mécanique 
dans le sens de la traction. 

Kn effet, Bergmann et Jacobi (Koll. Zeit., 49, septembre 1929, 
p. 46) ont montré que, pour une bande de gélatine étirée a 
300 p. 100, la résistance & la rupture est de 9 kilogr. 300 par 
miliimétre carré dans la direction de |’étirement et de 
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4 kilogr. 400 pour la géiatine non élirée; pour la premidre, la 
surface de rupture est dentelée, tandis que pour la deuxiéme 
elle est lisse. Nous avons antérieurement montré qu’il se pas- 
sait la méme chose pour les films d’acétate ou nitrocellulose 
élirés. 

les hypothéses que nous avons faites sur la structure de ces 
films ainsi que sur la structure de la gélatine, d’aprés les dia- 
grammes X, expliquent bien ces faits expérimentaux. II est 
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Fic. 3. — Appareil pour l'étude du gonflement de la gélatine par l'eau. 


donc important de constater que lorsque des corps sont com- 
posés de trés longues chaines (chaines de valence principale), 
celles-ci peuvent s’orienter parallélement les unes aux autres 
sous diverses influences extérieures ({raction, pression, sé- 
chage, etc.), et conférer alors & la substance des propriétés 
mécaniques nouvelles, ainsi que parfois de nouvelles propriétés 
physico-chimiques (teinture). 


Inrevence pu pil. 


Nous avons étudié une série de gélatine de pH compris entre 
5.2 et 7,6. Contrairement & ce qu’avaient observé Clark et 
? 


) 


408 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Lanyon (1), nous n’avons pas trouvé de différences visibles 
entre ces produits. 


Il. — Etude du gonflement de la gélatine par l'eau. 


Nous avons cherché & étudier les modifications des dia- 
grammes X en fonction de la quantité d’eau contenue dans la 
eélatine. Dans ce but, on gonftlait la gélatine précédemment 
étudiée pendant des temps variables dans de l’eau. La bande 
gonflée était placée dans un appareil spécialement construit 
pour cette étude (voir fig. 3); la durée des poses était suffisam- 
ment courte pour que, dans les conditions opératoires utili- 
sées, le poids ne varie pas sensiblement; un contrdle était 
d’ailleurs effectué pour chaque essai en pesant Ja bande de 
gélatine avant et aprés la pose. 

Les recherches ont porté sur des degrés de gonflement com- 
pris entre 0 (gélatine séche) et 1,050 p. 100. 

Les résultats obtenus présentent des particularités remar- 
quables, que l'on peut résumer de la facon suivante : 

Tandis que l’un des anneaux fins (d’origine cristalline) ne 
varie pas en position, mais seulement en intensité, quand la 
quantité d'eau augmente, pour disparaitre & partir d'un degré 
de gonflement de 100 p. 100 environ, l'autre anneau, celui de 
petit diamétre, voit son rayon diminuer rapidement & mesure 
que la quantité d’eau croit. 

Ceci correspond & une augmentation de la distance réticu- 
laire, comme I’indique le tableau suivant, ainsi que la courbe 
de la figure 4. 


DreGRE DE GONFLEMENT. 


sechE 25p.100 50P.100 190 7.400 200pr 100 


Diamétre de lanneau. 13,9 anes At 10,2 9,2 Mm. 
Distance réticulaire. . 11,1 area 14 1} 41 16,8 Ang. 


Ainsi l’élargissement du réseau de la partie cristalline de la 
gélatine n’a lieu que suivant certaines directions et pas dans 
d'autres ; la structure en chaines de valences principales 


(1) Cuark et Lanyon. Applied X-Rays, 1927, p. 194. 
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explique dailleurs trés bien ce phénoméne. En effet, on ‘sail 
que ces chaines possédent une grande solidite dans le sens 
de leur longueur, puisque les éléments constitutifs sont main- 


/00 
degré de gonflement 
de la gélatine par leau. 


4. — Changements de distance réticulaire en fonclion du degré de gonflement 


FXG. 


Astances réehcul aires 
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lenus en place par des forces intenses; au contraire, l’attrac- 
tion qu’éprouvent latéralement ces chaines les unes vis-a-vis 
des autres est plus faible (forces de valences secondaires). 
Par conséquent, l'eau ne peut que pénétrer entre les chaines 
en les écartant, mais ne peut s'interposer entre les chaines 
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d'une méme chaine; d’ou l’accroissement observé de la dis- 
tance réticulaire suivant cerlaines directions seulement. 

L’anneau de petit diamétre qui est le seul a se contracter 
est donc da & des plans réticulaires non perpendiculaires a la 
direction des chaines de polypeptides, tandis que l’anneau de 
grand diamétre, dont la position ne varie pas, est da des plans 
perpendiculaires 4 ces chaines. 

Pour ce qui est du halo (partie amorphe), on constale que 
son diamétre augmente avec la quantilé d’eau fixée; par con- 
séquent, les espacements intermoléculaires correspondants 
diminuent. Pour un degré de gonflement suffisant, on n’obtient 
plus que le halo principal de Peau(d= 3,2 ce, 

Ila été prouvé par Hermann (/oe. cit.) que cette dilatation 
du halo n’était pas un simple effet mécanique de superposition 
des intensités du halo de la gélatine et du halo de l'eau. 1! se 
produit un phénoméne analogue a celui observé par Hertlein (1) 
pour les mélanges d’alcool et d'eau, phénoméne attribuable a 
(association des molécules d’eau avec les molécules d’alcool, 
cette association ne se produisant d’ailleurs qu’en certains 
points, notamment au voisinage des groupements alcooli- 
ques CH?OH. Dans le cas de la gélatine, on peut admettre alors 
quil s’agit dinterférences entre les molécules d'eau et les 
molécules de gélatine. Ainsi la traduction rénlgénographique 
de l’action de l'eau est tout a fait différente pour la partie 
amorphe et la partie cristalline. 


Conclusion. 


En résumé, on peut se faire du gonflement l'image suivante : 
la gélaline parait constituée par une armature formée de fais- 
ceaux de chaines de valences principales entremélées (partie 
cristalline) et comprenant entre elles une partie amorphe de 
structure analogue a un liquide. La configuration d’une éponge 
nous parait donner une assez bonne idée de celle de la géla- 
tine. Lorsqu’on étire un tel systéme, les diverses « cloisons » 
tendent a s’orienter en donnant lieu aux diagrammes de fibres 


(1) Hertiet. Zeit. f. Phys., 54, 1929, p. 341, 
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caracléristiques ; les intervalles entre ces cloisons diminuent, 
et par suite de cet effet d’étirement la partie colloidale amoerphe 
s oriente elle aussi légérement, comme on I’'a conslalé. 

Lorsque la gélatine est placée dans l'eau, elle se gonfle. L’eau 
pénétre entre les mailles du réseau en se mélangeant & la phase 
amorphe, et se glisse entre les chaines dont l’assemblage forme 
la carcasse des cloisons. Il se produit alors un écartement de 
celles-ci trés visible sur les diagrammes (dilatation suivant 
une direction); ce dernier effet s’observe des Vadjonction de 
faibles quantités d'eau, car un écartement méme faible de 
plans réliculaires se traduit de suite par une diminution du 
diamétre de l’anneau correspondant. A mesure que la quantité 
d'eau augmente, le systeme perd de plus en plus sa cohésion, 
par suite de la destruction progressive des forces secondaires 
qui maintiennent rassemblées les chaines de valence princi- 
pale formant Varmature. 


Résumé. 


1° On a étudié la gélatine a l'état de feuilles minces obte- 
nues par séchage sur filet. L’examen par les rayons X montre 
que le seul fait du séchage améne déja une trés nette orienta- 
tion des micelles parallélement @ la surface du support. 

2° La méme gélatine, étirée & 200 p. 100 suivant une direc- 
tion, présente une orientation extrémement intense dans le sens 
de la traction, coincidant avec une amélioration de propriélés 
mécaniques suivant celle méme direction. 

3° Les diagrammes montrent que la gélatine est composée 
dune partie fortement polymérisée, formée de chaines de 
valences principales (restes d’acides aminés), et qui donne des 
diagrammes voisins de ceux obtenus avec des cristaux, et 
d'une partie amorphe, moins polymérisée, susceptible de 
sorienter aussi légérement par séchage ou traction. 

4° Ona calculé la période d’identité (ou l'une des dimensions 
de la cellule élémentaire suivant l’axe de fibre); elle est égale 
29,5 A. 

5° Ces résultats ressemblent beaucoup 4 ceux obtenus par 
nous sur les dérivés cellulosiques a état de films. On donne 
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d’apres cela une théorie de la constitution de la gélatine, basée 
sur les renseignements obtenus par les rayons X. 

6° Les diverses actions physiques (séchage, étirage, pres- 
sion, elc.) exercent donc, sur tous les corps ‘constitués par des 
chaines trés allongées, une action considérable d'orientation 
décelable aux rayons X. Cette action s’accompagne de grands 
changements dans les propriétés physiques et mécaniques de 
ces substances. 

7° Le gonflement par l’eau a été aussi étudié. On trouve une 
modification importante de la partie cristalline, se traduisant 
par un écarlement des plans réticulaires perpendiculairement 
a la direction des chaines ; l'eau pénétre done entre les chaines. 
quelle écarte, mais ne peut se fixer & l'intérieur d'une de 
celles-ci. La partie amorphe subité galement des modifications. 

8° On peut, a la suite de ces recherches, émettre l’hypothése 
que la gélatine a une structure analogue a celle d’une éponge, 
larmature solide étant conslituée par les faisceaux de chaines 
de polypeptides accolés latéralement, les intervalles étant 
remplis par la partie amorphe. On explique ainsi de facon 
satisfaisante les effets d’orientation par étirement et le pro- 
cessus du gonflement par l’eau. 
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Fic. 14. — Gélatine séchée sur filet, non étirée. 
Rayons X perpendiculaires 4 la surface de la feuille de gélatine. 


Fic, 2. — Gélatine séchée sur filet, non étirée. 
Rayons X paralléles 4 la tranche de la feuille de gélatine. 
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_ Fic. 3. — Gélatine étirée a 200 %/o. 
Rayons X perpendiculaires a la direction de la traction. 


Fic. 4. — Gélaline élirée a 200 °/o. 
Rayons X paralléles 4 la direction de la traction. 
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